EuropSisches 
Patentamt 



European Patent Office europeen 

Office des brevets 




BeschjBinigung 



Certificate 



Die angehefteten Unterlagen stimmen 
mil der ursprQnglich eingereichten Fas- 
sung der auf dem nSchsten Blaft be- 
zslchnsten intematlonalen Patentan- 
meldimg Obereln. 



The attached documents are exact 
copies off the international patent appli* 
cation described on the following page, 
as originally fitecL 



Les documents flx6s Sk cette attestation 
sent conformes & la version fnitialement 
d^posde de la demande de brevet Inter- 
national sp6cin6e d la page sulvante. 



Den Haag, den 

2^H» Oft 10. 2004 



Der Prasldent des EuropStschen Patentamts 
Im Auftrag 

For the President of the European Patent Office 
Le President de KOffice europeen des brevets 

P.O. 



1; , 




Patentanmeldung Nr. 

Patent application no. PCT/EP 03/09 1 06 

Demande de brevet n" 



BEST AVAILABLE COPY 



latt 2 der Bescheinigung 
heet 2 of the certificate 
age 2 de Tattestation - 



luneldung Nr.: 
pplication iio.z 

emanda n": PCT/EP 03/09106 

nmalden 1.1 j 

SSS3?2fs)- 1 • SUNGENE GMBH & CO. KGAA - Gatersleben, DeutscMana 

* ■ 2 SAUER, Matt - Quedlinbarg, Deutschland (nur US) 

azeichnung dor Ertindong?. FIACHMAN, Ralf - Quedlinburg, Deutechland (nur US) 
Ula of the inwsntion: . „ , 

ttra do i-invonuon: Verfahren zur HersteUung von Ketocarotinoiden in genetisdi verandCTten 

Oiganismen 

.nmeidotag: 18. August 2003 (18.08.200S) . 

>ata of filing: 
>at0 da ddpdt: 

n Anspruch genommene Prioritat(en) 
>riority(ies) claimed 
>riorit6(s) revendiqu6e(5) 

Deutschland S^^^- Is/November 2002 g£!~-'«»»--10253112.9 

Date: (13.11.2002) Mumfiro da d6p6fc 

BaneonungvonVertragsstaaten : f ^he FormWall PCT/R^^ • 
Oasignation of coaitractlng states : See Form PCX/RO/101(endosed) 
Designation d'dtTts contractants : Voir Formulairo PCT/RO/lOt (a-jomt) 

Bemertttingen: Weitere Anmelder: 

Remarks: 

Ramarques. ^ KLEBSATTEL, Martin - Quedlinburg, Deutschland (nur US) 

5. SCHOPFER, Christel Renate - Quedlinburg, Deutschland (nur US) 

Weitere PrioritStsanspruche: 

Deutschland 16. Dezember 2002 10258971.2 

(16.12.2002) 




Ef-A/EPO/OEB Form 1012 02.89 



Weitere Prioiitatsanspruche: 

Deutschland 20. August 2002 

(20.08.2002) 

Deutschland 20. August 2002 

(20.08.2002) 

Deutschland 20. August 2002 

(20.08.2002) 



PCT/gF 0 3 /09 106 



PCT-ANTRAG 



3/6 



Original (fQr EINREICHUNG ) - gedruckt am 06.08.2003 1 1 :04:47 AM 



0000054058 



Bestimmung von Staaten 



Reg ion ales Patent 

(andere Schutzrechtsarten oder 

Verfahren sind ggf. in Klammern nach 

der (den) betreffenden 6estimmung(en) 

angegeben) 



AP: GH GM KE LS MZ SD SL SZ TZ UG ZM 
2W und jeder wel-bere Staat, der 
Mitgliedstaat des Harare-Protokolls und 
Vert:ragss'baa'b des PCT ist 

EA: AM AZ BY KG KZ MD RU TJ TM und jeder 
weitere Staat;, der Mltglledsstaa'b des 
Eurasischen Pa1:eni:uberelnkoinmens und 
Verliragsstaat: des PCT ist 

EP: AT BE B6 CH6LI CY CZ DE DK EE ES FI 
FR GB GR HU IE IT LU MC NL PT RO SE SI 
SK TR und jeder weitere Staat, der 
Mitgliedsstaat des Europaischen 
Paten tuber exnkommens und Vertrags staat 
des PCT ist 

OA: BF BJ CF CG CI CM 6A GN GQ Gir ML MR 
NE SN TD TG und jeder weitere Staat, der 
Mitgliedstaat der OAPI und Vertragsstaat 
des PCT ist 



Nationales Patent 

(andere Schutzrechtsarten oder 

Verfahren sInd ggf. in Klammern nach 

der (den) betreffenden Bestlnrunung(en) 

angegeben) 



AE AG AL 
CA CH&LI 
EE ES FI 
IS JP KE 
IiV MA MD 
P6 PH PL 
TJ TM TN 
ZA ZM ZW 



AM AT AU 
CN CO CR 
GB GD G£ 
KG KP KR 
MG MK MN 
PT RO RU 
TR TT TZ 



AZ BA BB 

CU CZ DE 

GH GM HR 

KZ LC LK 

MS? MX MZ 

SC SD SE 

UA UG US 



BG BR 

DK DM 

HU ID 

IiR LS 

NI NO 

S6 SK 

UZ VC 



BY BZ 

DZ EC 

II. IN 

LT LU 

NZ OM 

SL SY 

VN YU 



ErklSrung bzgl. vorsorglicher 
Bestimmungen 

Zusatzllch 2u den unter Punkten V-1. 
V-2 and V-3 vorgenommenen 
Bestimmungen nimmt der Anmelder 
nach Reget 4.9 Absatz b auch alle 
anderen nach dem PCT zulSssigen 
Bestimmungen vor mit Ausnahme der 
nachstehend unter Punkt V-6 
angegebenen Staaten. Der Anmelder 
erkiart, da& diese zusStzlichen 
BestinruifiiJhgeh uriter dem Vbrbehatt 
einer Bestatfgung stehen und jede 
zusat2dlche Bestimmung, die vor Ablauf 
von 15 Monaten ab dem 
Prforitatsdatum nicht bestatigt wurde. 
nach Ablauf dieser Frist als vom 
Anmelder zurQckgenommen gilt 



Staaten, die von der Erklarung Uber 
vorsorgHche Bestimmungen 
ausgenommen werden 



KEINE 



Prioritat eIner frOheren nationalen 
Anmeldung beansprucht 
Anmeldedatum 

Nummer 

Staat 



13 November 2002 (13.11,2002) 

10253112.9 

DE 



PF 54058 




Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden in genetisch veranderten Organismen 
Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrlfft ein Verfaliren zur Herstellung von Ketocarotinoiden 
durch Kultivlerung von genetisch veranderten Organismen, die im Vergleich zum Wild- 
typ eine veranderte Ketolase-Aktivitat aufweisen, die genetisch veranderten Organis- 
men, so>Arte deren Vervvendung als Nahrungs- und Futtermittel und zur Herstellung von 
Ketocarotinoldextrakten . 

Carotinoide werden de novo in Bakterien, Algen, Pilzeh und Pflanzen synthetisiert. 
Ketocarotinoide, also Carotinoide, die mindestens eine Keto-Gruppe enthalten, wie. 
beispielswelse Astaxanthin, Canthaxanthin, Echinenon, 3-Hydroxyechinenon, 3'- 
Hydroxyechinenon, Adonirubin und Adonixanthin sind naturliche Antioxidantien und 
Pigmente, die von einigen Algen und Mikroorganismen als Sekundarmetabolite produ- 
ziert werden, 

Aufgrund ihrer farbgebenden Eigenschaften werden die Ketocarotinoide und iifsbeson- 
dere Astaxanthin als Pigmentierhilfsstoffe in der TierernahruQg, insbesondere In der 
Forellen-, Lachs- und Shrimpszucht verwendet. 

Die Herstellung von Astaxanthin erfolgt heutzutage groRtenteils durch chemische Syn- 
theseverfahren. Naturliche Ketocarotinoide, wie beispielsweise naturliches Astaxanthin, 
werden heutzutage in biotechnologischen Verfahren in kleinen Mengen durch Kultivie- 
rung von Algen, beispielsweise Haematococcus pluvialis Oder durch Fermentation von 
gentechnologisch optimlerten Mikroorganismen und anschlieBender Isolierung gewon- 
nen, 

Ein wirtschaftllches biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von riaturlichen Ke- 
tocarotinoiden ist daher von groBer Bedeutung. 

Nukleinsauren kodlerend eine Ketolase und die entsprechenden Proteinsequenzen 
sind aus verschiedenen Organismen Isoliert und annotiert worden, wie beispielsweise 
Nukleinsauren kodierend eine Ketolase aus Agrobacterium aurantiacum (EP 735 137, 
Accession NO: D58420). aus Alcaligenes sp. PC-1 (EP 735137. Accession NO: 
D58422), Haematococcus pluvialls Flotow em. Willeund Haematoccus pluvialis, N/iES- 
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144 (EP 725137, WO 98/18910 und Lotan et al, FEBS Letters 1995. 364. 125-128. 
Accession NO: X86782 und D45881), Paracoccus marcus// (Accession NO: Y15112). 
Synechocystissp. Strain PC6S03 (Accession NO: NP_442491), Bradyrhizobium sp. 
(Accession NO: AF218415) und Nostoc sp. PCC 7120 (Kanel<o et al. DNA Res. 2001 , 
8(5). 205 - 213; Accession NO: AP003592, BAB74888). 

EP 735 137 beschrelbt die Herstellung von Xanthophyllen in Mil<roorganismen. wie 
beispielsweise E. co// durch Einbringen von Ketolase-Genen (crtW) aus Agrobacterium 
aurantiacum Oder Alcaligenes sp. PC-1 in Mikroorganismeh. 

Aus EP 725 137. WO 98/18910, Kajiwara et al. (Plant Mol. Biol. 1995. 29, 343-352) 
und Hirschberg et al.(FEBS Letters 1995. 364, 125-128) 1st es bekannt. Astaxanthin 
durch Einbringen von Ketolase-Genen aus Haematococcus pluvialis (crtW, crtO Oder 
bkt) In E. CO// herzustellen. 

Hirschberg et al.(FEBS Letters 1997, 404, 129-134) beschreiben die Herstellung von 
Astaxanthin In Syn0c/7ococcus durch Einbringen von Ketolase-Genen (crtO) aus Hae- 
matococcus pluvialis. Sandmann et al. (Photochemistry and Photobiology 2001 , 73(5). 
551-55) beschreiben ein analoges Verfahren, das jedoch zur. Herstellung yon Cantha- 
xanthin fuhrt und nur Spuren Astaxanthin liefert. 

WO 98/18910 und Hirschberg et al. (Nature Biotechnology 2000. 18(8), 888-892) be- 
schreiben die Synthese von Ketocarotinoiden in Nektarien von Tabakbluten durch Ein- 
bringen des Ketolase-Gens aus Haematococcus pluvialis (crtO) in Tabak. 

WO 01/2001 1 beschreibt ein DNA Konstrukt zur Produktion von Ketocarotinoiden, ins- 
besondere Astaxanthin, in Samen von Olsaatpflanzeh wie Raps, Sonnenblume, Soja- 
bohne und Senf unter Venwendung eines Samen-spezifischen Promotors und einer 
Ketolase aus Haematococcus pluvialis. 

Alle Im Stand derTechnik beschriebenen Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoi- 
den und insbesondere die beschriebenen Verfahren zur Herstellung von Astaxanthin 
weisen den Nachteil auf, daB die transgenen Organismen eine groRe Menge an hydro- 
xylierten Nebenprodukten, wie beispielsweise Zeaxanthin und Adonixanthin liefern. 
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Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Herstellung von Ke- 
tocarotinoiden durch Kultivierung von genetisch veranderten Organismen zur Verfu- 
gung zu stellen, bzw. weitere genetisch veranderte Organismen, die Ketocarotinoide 
herstellen, zur VerfQgung zu stellen, die die vorstehend beschriebenen Nachteile des 
5 Standes der Technik in geringerem MaBe oder nicht mehr aufweisen. 

DemgemaB wurde ein Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden gefunden, in- 
dem man genetisch verSnderte Organismen kultivlert, die Im Verglelch zum Wildtyp 
eine verSnderte Ketolase-Aktivitat aufweisen und die verSnderte Ketolase-Aktivitat 

10 durch eine Ketolase verursacht wird, enthaltend die AminosSuresequenz SEQ. ID. NO. 
2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Amino- 

( sauren abgeleitete Sequenz, die eine Identltat von mindestens 42 % auf Aminosaure- 
ebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

15 Die erfindungsgemaBen Organismen wie beispielsweise Mikroorganismen oder Pflan- 
zen sind vorzugsweise als Ausgangsorganismen naturlichenAAeise in der Lage, Garoti- 
noide wie beispielsweise p-Carotin Oder Zeaxanthin herzustelien, oder konnen^durch 
genetische Veranderung, wie beispielsweise Umregulierung von Stoffwechselwegen 
Oder Komplementierung in die Lage versetzt werden, Carotinbide wie beispielsweise p- 

20 Carotin oder Zeaxanthin herzustelien. 

Einige Organismen sind als Ausgangs- oder Wildtyporganismen bereits in der Lage, 
Ketocarotinoidewie beispielsweise Astaxanthin oder Canthaxanthin herzustelien. Diese 
Organismen, wie beispielsweise Haematococcus pluvialis, Paracoccus marcusii, Xan- 
25 thophyllomyces dendrorhous, Bacillus circulans, Chlorococcum, Phaffia rhodozyma, 
Adonisroschen, Neochloris wimmeri,Protosiphon botryoides, Scotiellopsis oocystifor- 
mis, Scenedesmus vacuolatus, Chlorela zofingiensis, Ankistrodesmus braunii, Euglena 
sanguinea, Bacillus atrophaeus, Blakeslea weisen bereits als Ausgangs- oder Wildtyp- 
organismus eine Ketolase-Aktivitat auf. 

30 

In einer Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden daher als Aus- 
gangsorganismen Organismen verwendet, die bereits ais Wildtyp oder Ausgangsorga- 
nismus eine Ketolaseaktivitat aufweisen. In dieser Ausfuhrungsform bewirkt die geneti- 
sche Veranderung eine Erhohung der Ketolase-Aktivitat im Verglelch zum Wildtyp oder 
35 Ausgangsorganismus. 
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Unter Ketolase-AktlvitSt wJrd die Enzymaktivitat einer Ketolase verstanden. 
Unter einer Ketolase wird ein Protein verstanden. das die enzymatische Ai<tivitat auf- 
weist, am. gegebenenfalls substituierten, p-lonon-Ring von Carotinoiden eine Keto- 
Gruppe einzufuhren. 

Insbesondere wird unter einer Ketolase ein Protein verstanden, das die enzymatische 
Aktivitat aufweist, p-Carotin in Canthaxanthin umzuwandeln. 

Dementsprechend wird unter Ketolase-Alctivit&t die in einer bestimmten Zeit durch das 
0 Protein Ketolase umgesetzte Menge p-Carotin bzw. gebildete Menge Canthaxanthin 
verstanden. 

Bei einer erh6hten Ketolase-Aktivitat gegenuber dem Wlldtyp wird somit im Vergleich 
zum Wildtyp in einer bestimmten Zeit durch das Protein Ketolase die umgesetzte Men- 
5 ge p-CarotIn bzw. die gebildete Menge Canthaxanthin erhSht. 

Vorzugsweise betrSgt diese Erh6hung der Ketolase-Aktivitat mindestens 5 %. waiter 
bevorzugt mindestens 20 %. weiter bevorzugt mindestens 50 %. welter bevorzugt min- 
destens 100 %, bevorzugter mindestens 300 %. noch bevorz^ugter mindestens 500 %, 
20 Insbesondere mindestens 600 % der Ketolase-Aktivitat des Wildtyps. 

Unter dem Begriff "Wildtyp" wird erfindungsgemSB der entsprechende Ausgangsorga- 
nismus verstanden. 

25 Je nach Zusammenhang kann unter dem Begriff "Organismus" der Ausgangsorganis- 
mus (Wildtyp) oder ein erflndungsgemaBer. genetlsch verSnderter Organismus Oder 
beides verstanden werden. 

Vorzugsweise und. Insbesondere in Fallen, In denen der Organismus oder der Wildtyp 
30 nicht eindeutig zugeordnet werden kann, wird unter "Wildtyp" fur die Erhohung oder 
Verursachung der Ketolase-Aktivitat, fur die nachstehend beschriebene Erhohung der 
Hydroxylase-Aktivitat, fQr die nachstehend beschriebene Erhohung der p-Cyclase- 
Aktivitat und die Erhdhung des Gehalts an Ketocarotinoiden jeweils ein Referenzorga- 
nismus verstanden. 
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Dieser Referenzorganimus istfur Mikrdorganismen, die bereits als Wildtyp eine Ketola- 
se Aktivitat aufweisen, vorzugsweise Haematococcus pluvialis. 

Dieser Referenzorganismus ist fur Mikroorganismen, die als Wildtyp keine Ketolase 
5 Aktivitat aufweisen, vorzugsweise Blakeslea. 

Dieser Referenzorganismus ist fOr Pflanzen. die bereits als Wildtyp eine Ketolase- 
Aktivitat aufweisen, vorzugsweise Adonis aestivalis, Adonis flammeusoder Adonis 
annuus, besonders bevorzugt Adonis aestivalis. 

10 

Dieser Referenzorganismus istfQr Pflanzen, die als Wildtyp keine Ketolase-Aktivitat in 
Blutenbiatter aufweisen, vorzugsweise Tagetes erecta. Tagetes patula, Tagetes lucida. 
9 Tagetes pringlei, Tagetes palmerl, Tagetes minuta oder Tagetes campanulata, beson- 

ders bevorzugt Tagetes erecta. 

15 

Die Bestimmung der Ketolase-AkHvitat in erfindungsgemaBen genetisch veranderten 
Organismen und in Wildtyp- bzw. Referenzorganismen erfolgt vorzugsweise unter fol- 
genden Bedingungen: 

20 Die Bestimmung der Ketolase-Aktivitat in Pflanzen- oder Mikroorganismenmaterial er- 
folgt in Aniehnung an die l\/lethode von Frazer et al., (J. Biol. Chem. 272(10): 6128- 
6135, 1997). Die Ketolase-Aktivitat in pflanzllchen oder MIkroorganismus-Extrakten 
wird mit den Substraten p-Carotin und Canthaxanthin in Gegenwart von Upid (Sojaleci- 
thin) und Detergens (Natriumcholat) bestimmt. Substrat/Produkt-Veriialtnisse aus den 
^ 25 Ketolase-Assays werden mittels HPLC ermittelt. 

Die Erhohung der Ketolase-Aktivitat kann durch verschiedene Wege erfolgen. bei- 
spielsweise durch Ausschalten von hemmenden Regulationsmechanismen auf Trans- 
lations- und Protelnebene oder durch Erhohung der Genexpression einer Nukleinsau- 
30 re. kodierend eine Ketolase, gegenuber dem Wildtyp, beispielsweise durch Induzierung 
des Ketolase-Gens durch Aktivatoren oder durch Einbringen von Nukleinsauren, ko- 
dierend eine Ketolase, in den Organismus. 



35 



Unter Erhohung der Genexpression einer Nuklelnsaure, kodierend eine Ketolase, wird 
erflndungsgemaB in dieser Ausfuhrungsform auch die Manipulation der Expression der 
Organismen eigenen endogenen Ketolasen verstanden. Dies kann beispielsweise 
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durch Veranderung der Promotor DNA-Sequenz fur Ketolase kodierende Gene erreicht 
werden. Eine solche VerSnderung, die eine veranderte Oder vorzugsweise erhohte 
Expressionsrate mindestens eines endogenen Ketolase Gens zur Folge hat, kann 
durch Deletion oder Insertion von DNA Sequenzen erfolgen. 

Es ist wie vorstehend faeschrieben mdglich, die Expression mindestens einer endoge- 
nen Ketolase durch die Applikation exogener Stimuli zu verandern. Dies kann durch 
besondere physiologische Bedingungen, also durch die Applikation von Fremdsub- 
stanzen erfolgen. 

Des weiteren kann eine erhfihte Expression mindestens eines endogenen Ketolase- 
Gens dadurch erzielt werden, dass ein im Wildtyporganismus nicht vorkommendes 
Oder modifiziertes Regulatorprotein mit dem Promotor dieser Gene in Wechselwirkung 
tritt. 

Soich ein Regulator kann ein chimares Protein darsteilen, welches aus einer DNA- 
Bindedomane und einer Transkriptionsaktivator-Domane besteht, wie beispielsweise in 
WO 96/061 66 beschrleben. 

. « 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform erfolgt die Erhohung der Ketolase-Aktivitat ge- 
genuber dem Wildtyp durch die Erhohung der Genexpression einer Nukleinsaure, ko- 
dierend eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine 
von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abge- 
leitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der 
Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufwelst. 

In einer welter bevorzugten Ausfuhmngsform erfolgt die Erhohung der Genexpression 
einer Nukleinsaure. kodierend eine Ketolase, durch Einbringen von Nukieinsauren, die 
Ketolasen kodieren. in die Organismen, wobei die Ketoiasen die Aminosauresequenz 
SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Dele- 
tion von Aminosauren abgeleitete Sequenz enthalten. die eine Identitat von mindestens 
42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

In den erfindungsgemaOen transgenen Organismen liegt also in dieser AusfOhrungs- 
form gegentiber dem Wildtyp mindestens ein weiteres Ketolase-Gen vor, kodierend 
eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von die- 
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ser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete 
Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene nnit der Se- 
quenz SEQ. ID. NO. 2 aufweisti 

5 In dieser Ausfuhrungsform weist der erfindungsgemaBe genetisch veranderte Orga- 
nismus dementsprechend mindestens eine exogene (=heterologe) Nukieinsaure, ko- 
dierend eine Ketolase, auf Oder mindestens zwei endogene Nukleinsauren, kodierend 
eine Ketolase, auf, wobei die Ketolasen die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder 
eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren 
1 0 abgeleitete Sequenz enthalten, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosau- 
reebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. . 

In einer anderen, bevorzugten Ausfuhrungsform des erf indungsgemaBen Verfahrens 
werden als Ausgangsorganismen Organismen verwendet, die als Wildtyp keine Keto- 
1 5 laseaktivitat aufweisen. 

In dieser bevorzugten Ausfuhrungsform verursacht die genetische Veranderung die. 
Ketolase-Aktivitat in den Organismen. Der erfindungsgemaBe genetisch veranclerte 
Organismus weist somit in dieser bevorzugten AusfuhrungsfQrm im Vergleich zum ge- 
20 netisch nicht veranderten Wildtyp eine Ketolase-Aktivitat auf und ist somit vorzugswei- 
se in der Lage, transgen eine Ketolase zu exprimieren, enthaltend die Aminosaurese- 
. quenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder 
Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 
% auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

25 

In dieser bevorzugten AusfOhrungsform erfolgt die Verursachung der Genexpresslon 
einer Nukieinsaure, kodierend eine Ketolase, analog zu der vorstehend beschrlebenen 
Erhdhung der Genexpresslon einer Nukleinsaure,kodierend eine Ketolase, vorzugs- 
weise durch Einbringen von NukleinsSuren, die Ketolasen kodieren, enthaltend die 
30 Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 
Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von 
mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, in 
den Ausgangsorganismus. 

35 Dazu kann in beiden Ausfuhrungsformen prinzlpiell jede Nukleinsauren, die eine Keto- 
lase kodiert, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser 
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Sequenz durch Substitution, Insertion dder Deletion von Anninosauren abgeleitete Se- 
quenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Anninosaureebene mit der Sequenz 
SEQ. ID. NO. 2 aufweist, venwendet werden. 

5 Die Verwendung der erfindungsgemSBen Nukleinsauren, kodierend eine Ketolase, 
fuhrt Im erfindungsgemaBen Verfahren iiberraschendenA/eise zu Ketocarotinoiden mit 
einer geringeren Menge an hydroxylierten Nebenprodukten als bei der VenA/endung 
der im Stand der Technik verwendeten Ketolase-Gene. 

10 Alle in der Beschreibung erwahnten Nukleinsauren konnen beispielsweise eine RNA-, 
DNA- Oder cDNA-Sequenz sein. 

^ Bei genomischen Ketolase-Sequenzen aus eukaryotischen Quellen, die Introns enthal* 
ten, sind fur den Fall, dass der Wirtsorganismus nicht in der Lage ist oder nicht in die 
15 Lage versetzt werden kann, die entsprechenden Ketolase zu exprimieren, bevorzugt 
bereits prozessierte Nukleinsauresequenzen wie die entsprechenden cDNAs zu ver- 
wenden. 

Beispiete fOr Nukleinsauren, kodierend eine Ketolase, und die entsprechenden Ketola- 
20 sen, enthaltend die AminosSuresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz 
durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die 
eine Identitat von mindestens 42 % auf AmlnosSureebene mit der Sequenz SEQ. ID. 
NO. 2 aufweist, die im erfindungsgemaBen Verfahren vortellhaft verwendet werden 
konnen, sind beispielsweise Sequenzen aus 

NoStoc sp. strain PCCZt^O (Accession NO: AP003592, BAB74888; Nuklelnsaure: 
SEQ ID NO: 1, Protein SEQ ID NO: 2), 

Nostoc punctiforme ATTC 29133, Nul<leinsaure: Acc.-No. NZ_AABC01000195, Basen- 
30 paar 55,604 bis 55.392 (SEQ ID NO: 3); Protein: Acc.-No. ZP_001 1 1258 (SEQ ID NO: 
4) (als putatlves Protein annotiert) oder 

Nostoc punctiforme ATTC 29133, Nuklelnsaure: Acc.-No. NZ_AABC01000196. Basen- 
paar 140,571 bis 139.810 (SEQ ID NO: 5). Protein: (SEQ ID NO: 6) (nicht annotiert). 

35 
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Synechococcus sp. WH8102, Nukleinsaure: Acc.-No. NZ_AABD01 000001 , Basenpaar 
1 ,354,725-1,355,528 (SEQ ID NO: 46). Protein: Acc.-No. ZP_001 15639 (SEQ ID NO: 
47) (als putatives Protein annotlert), 

5 Nodularia spumigena NSOR10, (Accession NO: AY2ip783. AA064399; Nukleinsaure: 
SEQ ID NO: 52, Protein: SEQ ID NO: 53) 

Oder von diesen Sequenzen abgeleitete Ketolasesequenzen wie beispielsweise 

10 die Ketolasen der Sequenz SEQ ID NO: 8 Oder 10 und die entsprechenden kodieren- 
den Nukieinsauresequenzen SEQ ID NO: 7 Oder SEQ ID NO: 9, die beispielsweise 
^ durch Variation/Mutation aus der Sequenz SEQ ID NO: 4 bzw. SEQ ID NO: 3 hervor- 
gehen, 

15 die Ketolasen der Sequenz SEQ ID NO: 12 oder 14 und die entsprechenden kodieren- 
den Nukieinsauresequenzen SEQ ID NO: 11 oder SEQ ID NO: 13, die beispielsweise 
durch Variation/Mutation aus der Sequenz SEQ ID NO: 6 bzw, SEQ ID NO: 5 hervor- 
gehen, oder ^ 

20 die Ketolasen der Sequenz SEQ ID NO: 49 oder 51 und die entsprechenden kodieren- - 
den Nukleinsduresequenzen SEQ ID NO: 48 oder SEQ ID NO: 50, die beispielsweise 
durch Variation bzw. Mutation aus der Sequenz SEQ ID NO: 47 bzw. SEQ ID NO: 46 
hervorgehen. 

IP 25 Wertere natOrliche Beispiele fur Ketolasen und Ketolase-Gene, die im erfindungsge- 
maBen Verfahren verwendet werden kdnnen, lassen sich beispielsweise aus verschie- 
denen Orgahismen, deren genomlsche Sequenz bekannt ist, durch Identitatsvergleiche 
der Aminosduresequenzen oder der entsprechenden ruckubersetzten Nukieinsaurese- 
quenzen aus Datenbanken mit der vorstehend beschriebenen Sequenzen SEQ ID NO: 
30 2 leicht auffinden. 

Weitere natQrIlche Beispiele f Qr Ketolasen und Ketolase-Gene lassen sich weiterhin 
ausgehend von den vorstehend beschriebenen Nukieinsauresequenzen, insbesondere 
ausgehend von den Sequenzen SEQ ID NO: 1 aus verschiedenen Organismen, deren 
35 genomische Sequenz nicht bekannt ist, durch Hybridisierungstechniken in an sich be- 
kannter Weise leicht auffinden. 
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Die Hybridisierung kann unter moderaten (geringe Stringenz) Oder vorzugsweise unter 
stringenten (hohe Stringenz) Bedingungen erfolgen. 

Solche Hybridisierungsbedingungen sind beispielsweise bei Sambrook, J., Fritsch, 
5 E.F., Maniatis, T., in: Molecular Cloning (A Laboratory Manual), 2. Auflage, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, 1989, Seiten 9.31-9.57 Oder in Current Protocols in Molecu- 
lar Biology, John Wiley & Sons, N-Y. (1989), 6.3.1-6.3.6 beschrieben. 

Beispielhaft konnen die Bedingungen wahrend des Waschschrittes ausgewahlt sein 
10 aus dem Bereich von Bedingungen begrenzt von solchen mit geringer Stringenz (mit 

2X SSC bei 50_C) und solchen mit hoher Stringenz (mit 0.2X SSC bei 50_C, bevorzugt 
^ bei 65_C) (20X SSC: 0,3 M Natriumcitrat, 3 M Natriumchlorid, pH 7.0). 

Daruberhinaus kann die Temperatur wahrend des Waschschrittes von moderaten Be- 
15 dingungen bei Raumtemperatur, 22**C, bis zu stringenten Bedingungen bei GS'^C ange- 
hoben werden. 

Beide Parameter, Salzkonzentration und Temperatur, konnen gleichzeitig variiert wer- 
den, auch kann einer der beiden Parameter konstant gehalten und nur der andere vari- 
20 iert werden. Wahrend der Hybridisierung konnen auch denaturierende Agenzien wie 
zum Beispiel Formamid Oder SDS eingesetzt werden. In Gegenwart von 50 % Forma- 
mid wird die Hybridisierung bevorzugt bei 42''C ausgefuhrt. 

Einlge beispieihafte Bedingungen fur Hybridisierung und Waschschritt sind infolge ge- 
^fe geben: 

(1) Hybridlserungsbedingungen mit zum Beispiel 

(i) 4X SSC bei 65*C, Oder 

30 

(ii) ex SSC bei 45^C, Oder 

(ill) ex SSC bei es^'C, 100 mg/ml denaturierter Fischsperma-DNA, oder 



35 



(iv) ex SSC, 0,5 % SDS, 100 mg/ml denaturierte, fragmentierte Lachssperma-DNA 
bei 68^C, oder 



PF 54058 



11 

(v) 6XSSC, 0.5 % SDS, 100 mg/ml denaturierte, fragmentierte Lachssperma-DNA, 
50 % Formamid bei 42''C, Oder 

(vi) 50 % Formamid, 4X SSC bel 42_C, Oder 

(vii) 50 % (vol/vol) Formamid, 0.1 % Rinderserumalbumin. 0.1 % Ficoll, 0.1 % Poiyvi- 
nylpyrrolidon, 50 mM Natriumpiiosphatpuffer pH 6.5, 750 mM NaCI, 75 mM Natriumcit- 
rat bei 42''C, oder 

(viii) 2X Oder 4X SSC bel SO^C (moderate Bedingungen), oder 

(Ix) 30 bis 40 % Formamid, 2X oder 4X SSC bei 42° (moderate Bedingungen). 
(2) Waschschritte fOr jeweils 10 MInuten mit zum Beisptel 

(i) 0.01 5 M NaCI/0.0015 M Natriumcitrat/0.1 % SDS bei 50°C, oder 

(ii) 0.1 X SSC bei 65''C, oder 

(iii) 0.1 X SSC, 0.5 % SDS bei 68°C, oder 

(iv) 0.1 X SSC, 0.5 % SDS, 50 % Formamid bei 42°C, oder 

(v) 0.2X SSC, 0.1 % SDS bei 42°C, oder 

(vi) 2X SSC bel GS°C (moderate Bedingungen). 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgem&Ben Verfaliren bringt man 
Nul<leinsauren ein, die eine Ketolase kodieren, enthaltend die AmlnosSuresequenz 
SEQ ID NO: 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deleti- 
on von AminosSuren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mlndestens 50%, vor 
zugsweise mlndestens 60%, vorzugsweise mlndestens 65 %, vorzugsweise mindes- 
tens 70 %, bevorzugter mlndestens 75 %, bevorzugter mlndestens 80 %, bevorzugter 
mindestens 85 %, bevorzugter mlndestens 90 %, bevorzugter mihdestens 95 %, be- 
sonders bevorzugt mlndestens 98 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ ID 
NO: 2 aufweist. 
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Dabei kann es sich um eine natQrliche Ketolase-Sequenz handein, die wie vorstehend 
beschrieben durch Identitatsvergleich der Sequenzen aus anderen Organismen gefun- 
den werden kann oder um eine kunstliche Ketolase-Sequenz, die ausgehend von der 
Sequenz SEQ ID NO: 2 durch kunstliche Variation, beispielsweise durch Substitution, 
5 Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgewandelt wurde. 

Unter dem Begriff "Substitution" ist In der Beschreibung der Austausch einer Oder meh- 
rerer AminosSuren durch eine Oder mehrere Aminosauren zu verstehen. Bevorzugt 
werden sog. konservative Austausche durchgef uhrt, bei denen die ersetzte Aminosau- 

10 re eine ahnliche Eigenschaft hat wie die ursprQngllche AminosSure, beispielsweise 
Austausch von Glu durch Asp, Gin durch Asn, Val durch lie, Leu durch lie, Ser durch 

^ Thr. 

Deletion ist das Ersetzen einer Aminosaure durch eine direkte Bindung. Bevorzugte 
15 Positionen fur Deletionen sind die Termini des Polypeptides und die Verknupfungen 
zwischen den einzeinen Proteindomanen. 

Insertionen sind Einfugungen von Aminosauren In die Polypeptidkette, wobei formal 
eine direkte Bindung durch ein oder mehrere Aminosauren ersetzt wird. 

20 

Unter Identitat zwischen zwei Proteinen wird die Identitat der Aminosauren iiber die 
jeweils gesamte Proteinlange verstanden, Insbesondere die Identitat die durch Ver- 
gleich mit Hilfe der Vector NTI Suite 7.1 Software der Firma Informax (USA) unter An- 
wendung der Clustal Methode (Higgins DG, Sharp PM. Fast and sensitive multiple se- 
quence alignments on a microcomputer. Gomput Appl. Bioscl. 1989 Apr;5(2): 151-1) 
unter Einstellung folgender Parameter berechnet wird: 

Multiple alignment parameter: 
Gap opening penalty 10 
Gap extension penalty 10 
Gap separation penalty range 8 
Gap separation penalty off 
% identity for alignment delay 40 
Residue specific gaps off 
Hydrophilic residue gap off 
Transition weighing 0 
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Pairwise alignment parameter: 
FAST algorithm on 
K-tuple size 1 
Gap penalty 3 
5 Window size 5 
Number of best diagonals 5 

Unter einer Ketolase, die eine Identitat von mindestens 42 % aut Aminosaureebene mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 2 aufweist, w'ird dementsprechend eine Ketolase verstan- 

10 den, die bei einem Vergleicli seiner Sequenz mit der Sequenz SEQ ID NO: 2, insbe- 
sondere nach obigen Programmlogarithmus mit oblgem Parametersatz eine Identitat 

^ von mindestens 42 % aufweist. 

Belspielsweise weist nach obigen Programmlogarithmus mit obigem Parametersatz die 
1 5 Sequenz der Ketolase aus Nostoc punctiforme ATTC 29133 (SEQ ID NO: 4) mit der 
Sequenz der Ketolase aus Nostoc sp. Strain PCC7120 (SEQ ID NO: 2) eine Identitat 
von 65% auf . ^ 

Die Sequenz der zweiten Ketolase aus Nostoc punctiforme ATTC 29133 (SEQ ID NO: 
20 6) weist mit der Sequenz der Ketolase aus Nostoc sp. Strain PCC7120 (SEQ ID NO: 2) 
belspielsweise eine Identitat von 58% auf. 

Die Sequenz der Ketolase aus Synechococcus sp. WH 8102 (SEQ ID NO: 47) weist 
mit der Sequenz der Ketolase aus Nostoc sp. Strain PCC7120 (SEQ ID NO: 2) bel- 
spielsweise eine Identitat von 44% auf. 



Geeignete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch Riickubersetzung der 
Polypeptidsequenz gemaB dem genetischen Code erhaltlich: 

30 Bevorzugt werden dafiir solche Codons verwendet, die entsprechend der Organismus- 
spezifischen "codon usage" haufig verwendet werden. Die "codon usage" lasst sich 
anhand von Computerauswertungen anderer, bekannter Gene der betreffenden Orga- 
nismen leicht ermitteln. 



35 



In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform bringt man eine Nukleinsaure, ent- 
haltend die Sequenz SEQ ID NO: 1 , in den Organismus ein. 



PF 54058 



14 



Alle vorstehend erwahnten Ketoiase-Gene sind weiterhin in an sich bekannter Weise 
durch chemische Synthese aus den Nukleotidbausteinen wie beispielsweise durch 
Fragmentkondensation einzelner uberlappender, komplementarer Nukleinsaurebau- 
steine der Doppelhelix herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann 
beispielsweise, in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode (Voet, Voet, 2. 
Auflage. Wiley Press New York, S. 896-897) erfolgen. Die Anlagerung synthetischer 
Oligonukleotide und Auffullen von Lucken mithilfe des Klenow-Fragmentes der DNA- 
Polymerase und Ligationsreaktionen sowie allgemeine Klonierungsverfahren werden in 
Sambrook et al. (1989), Molecular cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, beschrieben. 

Die Sequenz der Ketolase aus Nostoc sp. Strain PCC7120 (SEQ ID NO: 2) weist mit 
den Sequenzen der Ketolasen die in den Verfahren des Standes der Technik veoA^en- 
det werden eine Identitat von 39% (Agrobacterium aurantiacum (EP 735 137, Accessi- 
on NO: D58420), 40% (Alcaligenes sp. PC-I (EP 735137, Accession NO: D58422) und 
20 bis 21 % (Haematococcus pluvialis Flotowem. Wille und Haematoccus pluvialis/ 
NIES'144 (EP 725137, WO 98/18910 und Lotan et al, FEBS Letters 1995. 364, 125- 
128, Accession NO: X86782 und D45881) auf. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden Organismen kultiviert, die gegenuber 
dem Wildtyp zusatzlich zur erhohten Ketolase-Aktivitat eine erhohte Hydroxylase- 
Aktivitat und/oder p-Cyclase-Aktivitat aufweisen. 

Unter Hydroxylase-Aktivitat wird die Enzymaktivitat einer Hydroxylase verstanden. 

Unter einer Hydroxylase wird eln Protein verstanden, das die enzymatlsche Aktivitat 
aufwelst, am, gegebenenfails substitulerten, p-lonon-Ring von Carotinoiden eine 
Hydroxy-Gruppe einzufdhren. 

Insbesondere wird unter einer Hydroxylase ein Protein verstanden, das 

die enzymatische Aktlvitat aufweist, p-Carotin in Zeaxanthin oder Canthaxanthin in 

Astaxanthin umzuwandeln. 
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Dementsprechend wird unter Hydroxylase-Aktivitat die in einer bestimmten Zeit durch 
das Protein Hydroxylase umgesetzte Menge p-Carotin Oder Canthaxanthin bzw. geb.l- 
dete iVlenge Zeaxanthin oder Astaxanthin verstanden. 

Bei einer erhShten Hydroxylase-Aktivitat gegenuber dem Wildtyp wird somit im Ver- 
gleich zum Wildtyp in einer bestimmten Zeit durch das Protein Hydroxylase die umge- 
setzte IV/lenge p-Carotin oder Canthaxantin bzw. die gebildete Menge Zeaxanthin oder 
Astaxanthin erhSht. 

Vorzugsweise betragt diese Erhohung der Hydroxylase-Aktivitat mindestens 5 %. wel- 
ter bevorzugt mindestens 20 %. welter bevorzugt mindestens 50 %. welter bevorzugt 
mindestens 100 %. bevorzugter mindestens 300 %. noch bevorzugter mindestens • 
500 %. insbesondere mindestens 600 % der Hydroxylase-Aktivitat des Wildtyps. 

Unter p-Cyclase-Ak«vitat vwrd die Enzymaklivitat einer fi-Cyclase verstanden. 

Unter einer p-Cyclase wird ein Protein verstanden. das die enzymatische Aktivitat auf- 
weist. einen endstandigen. linearen Rest von Lycopin in einen p-lonon-Ring zu uber- 
fuhren. 

Insbesondere wird unter einer p-Cyclase eIn Protein verstanden. das die enzymatische 
Aktivitat aufwelst, y-Carotln In p-CaroUn umzuwandeln. 

Dementsprechend wird unter p-Cyclase-Aktivitat die in einer bestimmten Zeit durch 
das Protein p-Cyclase umgesetzte Menge r-Carotln bzw. gebildete Menge p-Carotin 
verstanden. 

Bel einer erhohten p-Cyclase -Aktivitat gegenuber dem Wildtyp wird somit im Vergleich 
zum Wildtyp In einer bestimmten Zeit durch das Protein p-Cyclase die umgesetzte 
) Menge an Lycopin bzw. 7-Carotln oder die gebildete Menge an y-Carotin aus Lycopin 
bzw. die gebildete Menge an p-CarotIn aus y-Carotin erhdht. 

Vorzugsweise betragt diese Erhohung der p-Cyclase-Aktivitat mindestens 5 %, welter 
bevorzugt mindestens 20 %, welter bevorzugt mindestens 50 %. welter bevorzugt min- 
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destens 100 %, bevorzugter mindestens 300 %, noch bevorzugter mindestens 500 %, 
insbesondere mindestens 600 % der p-Cyclase-Aktivitat des Wildtyps. 

Die Bestimmung der Hydro)(ylase-AI<tivitat in erfindungsgemaBen genetiscli verander- 
5 ten Organismen und in Wildtyp- bzw. Referenzorganismen erfolgt vorzugsweise unter 
folgenden Bedingungen: 

Die Ai<tivitat der Hydroxylase wird nacii Bouvier et al. (Biociiim. Biopiiys. Acta 1391 
(1998), 320-328) in vitro bestimmt. Es wird zu einer bestimmten Menge an Organis- 
10 musextrakt Ferredoxin, Ferredoxin-NADP Oxidoreductase, Katalase, NADPH sowie p- 
Carotin mit Mono- und Digalalctosylgiyzeriden zugegeben. 

Besonders bevorzugt erfolgt die Bestimmung der Hydroxylase-Aktivitat unter folgen- 
den Bedingungen nach Bouvier, Keller, d'Harlingue und Camara (Xantiioptnyll bio- 
5 synthesis: molecular and functional characterization of carotenoid hydroxylases from 
pepper fruits (Capsicum annuum L.; Biochim. Biophys. Acta 1391 (1998), 320-328): 

Der in-vitro Assay wird in einem Volumen von 0.250 ml durchgefuhrt. Der Ansatz ent- 
halt 50 mM Kaliumphosphat (pH 7.6), 0.025 mg Ferredoxin von Spinat, 0.5 Einheiten 
20 Ferredoxin-NADP+ Oxidoreduktase von Spinat, 0.25 mM NADPH, 0.01 0 mg beta- 
Carotin (in 0.1 mg Tween 80 emulgiert), 0.05 mM einer Mischung von Mono- und Diga- 
laktosylglyzeriden (1:1), 1 Einheit Katalyse, 200 Mono- und Dlgalaktosylglyzeriden 
(1:1), 0.2 mg Rinderserumalbumin und Organismusextrakt In unterschiedlichem Volu- 
men. Die Reaktionsmischung wird 2 Stunden bei 30°C inkubiert. Die Reaktionsproduk- 
5 te warden mit organischem Losungsmittel wie Aceton Oder Chloroform/Methanol (2:1) 
extrahiert und mittels HPLC bestimmt. 

Die Bestimmung der p-Cyclase-Aktivitat in erfindungsgemaBen genetisch veranderten 
Organismen und in Wildtyp- bzw. Referenzorganismen erfolgt vorzugsweise unter fol- 
30 genden Bedingungen: 

Die Aktivitat der p-Cyclase wird nach Eraser und Sandmann (Biochem. Biophys, Res. 
Comm. 185(1) (1992) 9-15)/n wYro bestimmt. Es werden zu einer bestimmten Menge 
an Organismusextrakt Kaliumphosphat als Puffer (pH 7.6), Lycopin ais Substrat, Stro- 
35 maprotein von Paprika, NADP+, NADPH und ATP. zugegeben. 
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Besonders bevorzugt erfolgt die Bestimmung der p-Cyclase -Aktivitat unter folgenden 
Bedingungen nach Bouvier, d'Harlingue und Camara (Molecular Analysis of carotenoid 
cyclae inliibition; Arch. Biochem. Biophys. 346(1) (1997) 53-64): 

5 Der in-vitro Assay wird in einem Volumen von 250 jil Volumen durchgefuhrt. Der An- 
satz enthalt 50 mM Kaliumphosphat (pH 7.6),unterschiedHche Mengen an Organis- 
nnusextrakt, 20 nM Lycopin, 250 \ig an chromoplastidarem Stromaprotein aus Paprika, 
0,2 mM NADP+, 0.2 mM NADPH und 1 mM ATP. NADP/NADPH und ATP werden in 
10 ml Ethanoi mit 1 mg Tween 80 unmittelbar vor der Zugabe zum .lnkubationsmedium 

10 gel5st Nacli einer Reaktionszeit von 60 Minuten bei SO^'C wird die Reaktion durch Zu- 
gabe von Chloroform/Methanol (2:1) beendet. Die in Cliloroform extralnierten Reakti- 

^ onsprodukte werden mittels HPLC analysiert, 

Ein alternativer Assay mit radioaktivem Substrat ist beschrieben in Fraser und Sand- 
15 mann (Biochem. Biopliys. Res. Comm. 185(1) (1992) 9-15). 

Die Erhohung der Hydroxylase-Aktivitat und/oder p-Cyclase-Aktivitat kann durch ver- 
schiedene Wege erfolgen, beispielsweise durch Ausschalten von hemmenden Regula- 
tionsmechanismen auf Expressions- und Proteinebene oder durch Erhohung der Ge- 
20 nexpression von Nukleinsauren, kodterend eine Hydroxylase, und/oder von Nuklein- 
sSuren, kodierend eine p-Cyclase, gegenuber dem Wildtyp. 

Dle Erhohung der Genexpression der Nukleinsauren, kodierend eine Hydroxylase, 
und/oder die Erhdhung der Genexpression der NukleinsSure, kodierend eine.p- 
Cyclase, gegenOber dem Wlldtyp kann ebenfalls durch verschledene Wege erfolgen, 
beispielsweise durch Induzlerung des Hydroxylase-Gens und/oder p-Cyclase-Gens 
durch Aktivatoren oder durch Einbringen von einer oder mehrerer Hydroxylase- 
Genkoplen und/oder p-Cyclase-Genkoplen, also durch Einbringen mindestens einer 
NukleinsSure, kodierend eine Hydroxylase, und/oder mindestens einer Nukleinsaure, 
kodierend eine p^Cyclase, In den Organismus. 

Unter Erhohung der Genexpression einer NuklelnsSure, kodierend eine Hydroxylase 
und/oder p-Cyclase, wird erfindungsgemSB auch die Manipulation der Expression der 
Organismus elgenen endogenen Hydroxylase und/oder p-Cyclase verstanden. 



PF 54058 

18 

Dies kann beispielsweise durch Veranderung der Promotor DNA-Sequenz fur Hydroxy- 
lasen und/oder p-CycIasen kodierende Gene erreicht werden. Eine solche Verande- 
rung, die eine erhohte Expressionsrate des Gens zur Folge hat, kann beispielsweise 
durch Deletion Oder Insertion von DNA Sequenzen erfolgen. 

5 

Es ist, wie vorstehend beschrieben, rndgllch, die Expression der endogenen Hydroxy- 
lase und/oder p-CycIase durch die Applikation exogener Stimuli zu verandern. Dies 
kann durch besondere physiologische Bedingungen, also durch die Applikation von 
Fremdsubstanzen erfolgen. 

10 

Des weiteren kann eine veranderte bzw. erhohte Expression eines endogenen Hydro- 
^ xylase- und/oder p-Gyclase*Gens dadurch erzielt werden, dass ein im nicht transfer- 
mierten Organismus nicht vorkommendes Regulator-Protein mit dem Promotor dieses 
Gens in Wechselwirkung tritt. 

15 

Solch ein Regulator kann ein chimares Protein darstellen, welches aus einer DNA- 
Blndedomane und einer Transkriptionsaktivator-Domane besleht, wie beispielsweise in 
WO 96/061 66 beschrieben. 

, c 

20 In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonm erfolgt die Erhohung der Genexpressibn einer 
Nukleinsaure, kodierend eine Hydroxylase, und/oder die ErhShung der Genexpression 
einer Nukleinsaure, kodierend eine ^-Cyclase, durch Einbringen von mindestens einer 
Nukleinsaure, kodierend eine Hydroxylase, und/oder durch Einbringen von mindestens 

^ einer Nukleinsaure, kodierend eine p-Cyclase, in den Organismus. 

Dazu kann prinzipiell jedes Hydroxylase-Gen bzw. jedes ^-Cyclase-Gen, also jede 
Nukleinsaure, die eine Hydroxylase und jede Nukleinsaure, die eine p-Cyclase kodiert, 
verwendet werden. 

30 Bei genomischen Hydroxylase-bzw. p-Cyclase-Nuklelnsaure-Sequenzen aus eukaryo- 
tischen Quellen, die Introns enthalten, sind fur den Fall, dass der Wirtsorganismus 
nicht in der Lage ist oder nicht in die Lage versetzl werden kann, die entsprechende 
Hydroxylase bzw. p-Cyclase zu exprlmieren, bevorzugt bereits prozessierte Nuklein- 
sauresequenzen, wie die entsprechenden cDNAs, zu verwenden. 



35 
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Ein Beispiel fur ein Hydroxylase-Gen isl eine Nukleinsaure, kodierend eine Hydroxyla- 
se, aus Haematococcus pluvialis, Accession AX038729, WO 0061764); (Nukleinsaure: 
SEQ ID NO: 15, Protein: SEQ ID NO: 16). 

5 Ein Beispiel fur ein p-Cyclase-Gen ist eine Nukleinsaure, kodierend eine p-Cyclase aus 
Tomate (Accession X86452).(Nukleinsaure: SEQ ID NO: 17, Protein: SEQ ID NO: 18). 

In den erfindungsgema3en bevorzugten transgenen Organismen liegt also in dieser 
bevorzugten Ausfuhrungsform gegenuber dem Wlldtyp mindestens ein weiteres 
1 0 Hydroxylase-Gen und/oder p-Cyclase-Gen vor. 

^ In dieser bevorzugten Ausfuhrungsform weist der genetisch veranderte Organismus 
beispielsweise nnindestens eine exogene Nukleinsaure, kodierend eine Hydroxylase, 
Oder mindestens zwei endogene Nukleinsauren, kodierend eine Hydroxylase und/oder 
15 mindestens eine exogene Nukleinsaure, kodierend eine p-Cyclase, oder mindestens 
zwei endogene Nukleinsauren, kodierend eine p-Cyclase, auf . 

Bevorzugt verwendet man in vorstehend beschriebener bevorzugter Ausfuhrungsform 
als Hydroxylase-Gene Nukleinsauren, die Proteine kodieren,'enthaltend die Aminosau- 

20 resequenz SEQ ID NO: 16 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion 
Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 
30 %, vorzugsweise mindestens 50 %, bevorzugter mindestens 70%, noch bevorzugter 
mindestens 90 %, am bevorzugtesten mindestens 95 % auf Aminosaureebene mit der 
^ Sequenz SEQ ID NO: 16, und die die enzymatische Eigenschaft einer Hydroxylase 

25 aufweisen. 

Weitere Beispiele fur Hydroxylasen und Hydroxylase-Gene lassen sich beispielsweise 
aus verschiedenen Organismen, deren genomische Sequenz bekannt ist, wie vorste- 
hend beschrieben durch Homologievergleiche der Aminosauresequenzen Oder der 
30 entsprechenden ruckubersetzten Nukleinsauresequenzen aus Datenbanken mit der 
SEQ ID. NO: 16 leicht auffinden. 

Weitere Beispiele fur Hydroxylasen und Hydroxy lase-Gene lassen sich weiterhin bei- 
spielsweise ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO: 15 aus verschiedenen Organis- 
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men deren genomische Sequenz nicht bekannt ist, wie vorstehend beschrieben, durch 
Hybridisie rungs- und PCR-Techniken In an sich bekannter Weise leicht auffinden. 

In einer weiter besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden zur Erhohung der 
5 Hydroxylase-Aktivitat Nukleinsauren in Organismen eingebracht, die Proteine kodieren, 
enthaltend die Aminosauresequenz der Hydroxylase der Sequenz SEQ ID NO: 16. 

Geeignete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch Ruckubersetzung der 
Polypeptidsequenz gemaB dem genetischen Code erhaltlich. 

10 

Bevorzugt werden dafur solche Kodons verwendet, die entsprechend des Organismus- 
^ spezifischen "codon usage" haufig verwendet werden- Dieser "codon usage" lasst sich 
anhand von Computerauswertungen anderer, bekannter Gene der betreffenden Orga- 
nismen leicht ermitteln. 

15 

in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform bringt man eine NukleinsSure, ent- 
haltend die Sequenz SEQ. ID. NO: 15, in den Organismus ein. . 

Bevorzugt verwendet man in vorstehend beschriebener bevorzugter AusfQhrungsform 
20 als p-Cyclase-Gene Nukleinsauren, die Proteine kodieren, enthaltend die AminosSure- - 
sequenz SEQ ID NO: 18 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, insertion 
Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 
30 %, vorzugsweise mindestens 50 %, bevorzugter mindestens 70 %, noch bevorzug- 
ter mindestens 90 %, am bevorzugtesten mindestens 95 % auf Aminosaureebene mit 
4k der Sequenz SEQ ID NO: 18, und die die enzymatische Eigenschaft einer p-Cyclase 
aufweisen. 

Weitere Beispiele fOr ^-Oyclasen und p-Cyclase-Gene lassen sich beispielsweise aus 
verschiedenen Organismen, deren genomische Sequenz bekannt Ist, wie vorstehend 
30 beschrieben durch Homologievergleiche der Aminosauresequenzen Oder der entspre- 
chenden ruckubersetzten Nukleinsauresequenzen aus Datenbanken mit der SEQ ID 
NO: 18 leicht auffinden. 

Weitere Beispiele fQr p-Cyclasen und p-Cyclase-Gene lassen sich weiterhin beispiels- 
35 weise ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO: 17 aus verschiedenen Organismen, 
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deren genomische Sequenz nicht bekannt ist, durch Hybridisierungs- und PCR- 
Techniken in an sich bekannter Weise lelcht auffinden. 

In einer weiter besonders bevorzugten Ausfuhrungsform warden zur Erhdhung der 
Cyclase-Aktivitat Nukleinsauren in Organismen eingebracht. die Proteine kodieren, 
enthaltend die Aminosauresequenz der p-Cyclase der Sequenz SEQ. ID. NO: 18. 

Geeignete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch RuckObersetzung der 
Polypeptidsequenz gemaB dem genetischen Code erhaltlich. 

Bevorzugt warden daf Or solche Kodons venwendet. die entsprechend des Organismus- 
spezifischen "codon usage" hSufig venwendet werden. Dieser "codon usage" lasst sich 
anhand von Computerauswertungen anderer, bekannter Gene der betreffenden Orga- 
nismen leicht enmitteln. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform bringt man eine Nukleinsaure. ent- 
haltend die Sequenz SEQ. ID. NO: 1 7 in den Organismus ein. ^ 

Alle vorstehend enA/Shnten Hydroxylase-Gene oder p-Oyclase-Gene sind weiterhin in 
an sich bekannter Weise durch chemische Synthese aus den Nukleotidbausteinen we 
. beispielsweise durch Fragmentkondensation einzelner Qberlappender, komplementarer 
Nuklelnsaurebausteine der Doppelhelix herstellbar. Die chemische Synthese von Oli- 
gonukleotiden kann beispielsweise. in bekannter Weise, nach der Phosphoamidit- 
methode (Voet. Voet. 2. Auflage. Wiley Press New York. Seite 896-897) erfolgen. D.e 
% Aniagerung synthetischer Oligonukleotide und AuffOllen von LCicken mithilf e des Kle- 
now-Fragmentes der DNA-Polymerase und Ligationsreaktionen sowie allgemeine Klo- 
nieaingsverfahren werden in Sambrook etal. (1989). IVIolecular cloning: A laboratory, 
manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrleben. 

30 Besonders bevorzugt werden Im erfindungsgemaBen Verfahren genetisch veranderte 
Organismen mitfolgende Komblnatlonen genetlscher Verandemngen venwendet: 

Genetisch veranderte Organismen. die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte oder 
verursachte Ketolase-Aktivitat und eine erhdhte Hydroxylase-Aktivitat aufweisen. 
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genetisch veranderte Organismen, die im Verglelch zum Wildtyp eine erhohte oder 
verursachte Ketolase-Aktivitat und eine erhohte p-Cyclase-Aktivitat aufweisen und 

genetisch veranderte Organismen, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhShte dder 
5 verursachte Ketolase-Alctivitat und eine erhohte Hydroxylase-Alctivitat und eine erhohte 
p-Cyclase-Aktivitat aufweisen. 

Die Herstellung dieser genetisch verSnderten Organismen kann, wie nachstehend be- 
schrieben, beispielsweise durch Einbringen einzelner Nul<leinsaurel<onstrukte (Expres- 
sionskassetten) Oder durch Einbringen von Mehrfachkonstrukten erfolgen, die bis zu 
10 zwei Oder drei der beschriebenen Aktivitaten enthalten. 

^ Unter Organismen werden erfindungsgemaB vorzugsweise Organismen verstanden, 
die als Wildtyp- oder Ausgangsorganismen naturlicherweise oder durch genetische 
Komplementierung und/oder Umregulierung der Stoffwechselwege in der Lage sind, 

1 5 Carotinoide, insbesondere p-Carotin und/oder Zeaxanthin und/oder Neoxanthin. 
und/oder Violaxanthin und/oder Lutein herzu.stellen. 

Welter bevorzugte Organismen weisen als Wildtyp- oder Ausgangsorganismen bereits 
eine Hydroxyiase-Aktivitat auf und sind somit als Wildtyp- od6r Ausgangsorganismen in 
20 der Lage, Zeaxanthin herzustellen. 

Bevorzugte Organismen sind Rlanzen oder Mikroorganismen, wIe beispielsweise Bak- 
terien, Hefen, Algen oder Pilze. 

Als Bakterien konnen sowohl Bakterien verwendet werden, die aufgrund des Einbrin- 
gens von Genen der Carotinoidblosynthese eines Carotinold-produzierenden Organis- 
mus in der Lage sind, Xanthophylle zu synthetisieren, wie beispielsweise Bakterien der 
Gattung Escherichia, die beispielsweise crt-Gene aus Erwinia enthalten, als auch Bak- 
terien, die von sich aus in der Lage sind, Xanthophylle zu synthetisieren wie beispiels- 
30 weise Bakterien der Gattung Erwinia, Agrobacterium, Flavobacterium, Alcaligenes, 
Paracoccus, Nostoc oder Cyanobakterien der Gattung Synechocystis. 



Bevorzugte Bakterien sind Escherichia coli, Erwinia herbicola, Erwinia uredovora, 
Agrobacterium aurantiacum, Alcaligenes sp. PC- 7, Flavobacterium sp. strain R1534, 
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das Cyanobacterium Synechocystis sp. PCC6803, Paracoccus marcusii Oder Paracoc- 
cus carotinifaciens. 

Bevorzugte Hefen sind Candida, Saccharomyces, Hansenula, Pichia Oder Phaffia. Be- 
sonders bevorzugte Hefen sind Xanthophyllomyces dendrorhous Oder Phaffia rhodo- 
zyma. 

Bevorzugte Pilze sind Aspergillus, Trichoderma, Astibya, Neurospora, Blalceslea, Phy- 
comyces, Fusarium oder weitere in Indian Chenn, Engr. Section B. Vol. 37, No. 1, 2 
(1995) auf Seite 15, Tabelle 8 beschriebene Pilze. 

Bevorzugte Aigen sind Grunalgen, wie beispielsweise Algen der Gattung Haematococ- 
cus, Phaedactylum tricomatum, Volvox oder Dunaliella, Besonders bevorzugte Algen 
sind Haematococcus puvialis oder Dunaliella bardawiL 

Weitere brauchbare Mikroorganismen und deren Herstellung zur Durchfuhrung des 
erfindungsgemaBen Verfahrens sind beispielsweise aus der DE-A-199 16 140 bekannt, 
worauf hiermit Bezug genommen wird. 

Besonders bevorzugte Pflanzen sind Pflanzen ausgewahit aus den Familien Ranuncu-. 
iaceae, Berberidaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, Una- 
ceae, Vitaceae, Brassicaceae, Cucurbitaceae, Primuiaceae, Garyophyllaceae, Ama- 
ranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprifoliaceae, Oleaceae, Tropaeolaceae, 
Solanaceae, Scrophulariaceae, Asteraceae, Liliaceae, Amaryllidaceae, Poaceae, Or- 
chidaceae, Malvaceae, iliiaceae Oder Lamiaceae. 

Ganz besonders bevorzugte Pflanzen sind ausgewShlt aus der Gruppe der Pflanzen- 
gattungen Marigold, Tagetes errecta, Tagetes patula, Acacia, Aconitum, Adoriis, Arni- 
ca, Aquilegia, Aster, Astragalus, Bignonia, Calendula, Caltha, Campanula, Canna, 
Centaurea, Cheiranthus, Chirysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbita, Cytisus, 
Delonia, Delphinium, Dianthus, Dimorphotheca, Doronicum, Eschscholtzia, Fdrsythia, 
Fremontia, Gazania, Gelsemium, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, Gre- 
w/tea, Helenium, Helianthus, Hepatica, Heracleum, Hisbiscus, Heliopsis, IHypericum, 
l-lypochoeris, Impatlens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lattiyrus, Leontodon, Lili- 
urn, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, Medicago, Mimulus, Narcissus, 
Oenottiera, Osmanthus, Petunia, Ptiotinia, Physalis, Pliyteuma, Potentilla, Pyracantfia, 
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Ranunculus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Silphium, Sinapsis, 
Sorbus, Spartium, Tecoma, Torenia, Tragopogon, TroHius, Tropaeolum, Tulipa, Tussi- 
lago, Ulex, Viola Oder Zinnia, besonders bevorzugt ausgewahit aus der Gruppe der 
Pflanzengattungen Marigold, Tagetes erecta, Tagetes patula, Lycopersicon, Rosa, 
Calendula, Physalis, Medicago, Helianthus, Chrysanthemum, Aster, Tulipa, Narcissus, 
Petunia, Geranium, Tropaeolum Oder Adonis. 

Im erfindungsgemaSen Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden wird vorzugs- 
weise dem Kultivierungsschritt der genetisch veranderten Organismen ein Ernten der 
Organismen und weiter bevorzugt zusatzlich ein Isolieren von Ketocarotinoiden aus 
den Organismen angeschlossen. 

Das Ernten der Organismen erfolgt in an sich bekannter Weise dem jeweiligen Orga- 
nismus entsprechend. Mikroorganismen, wie Bakterien, Hefen, Algen oder Pilze oder 
Pflanzenzellen, die durch Fermentation in fluBigen Nahrmedien kultiviert werden, kon- 
nen beispielsweise durch Zentrifugieren, Dekantieren oder Filtrieren abgetrennt wer- 
den. Pflanzen werden in an sich bekannter Weise auf Nahrboden gezogen und ent- 
sprechend geerntet. 

Die Kultivierung der genetisch veranderten Mikroorganismen erfolgt bevorzugt in Ge- 
genwart von Sauerstotf bei einer Kultivierungstemperatur von mindestens etwa aC'C, 
wie Z.B. 20^*0 bis 40 °C, und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9, Bei genetisch verander- 
ten Mikroorganismen erfolgt vorzugsweise zunachst die Kultivierung der Mikroorga- 
nismen in Gegenwart von Sauerstoff und in einem Komplexmedium, wie z.B. TB- oder 
LB- Medium bei einer Kultivierungstemperatur von etwa 20 °C oder mehr, und einem 
pHrWert von etwa 6 bis 9, bis eine ausreichende Zelldichte erreicht ist. Um die Oxidati- 
onsreaktion besser steuern zu konnen, bevorzugt man die Verwendung eines induzier- 
baren Promoters. Die Kultivierung wird nach Induktion der Ketolaseexpression in Ge- 
genwart von Sauerstoff, z.B. 12 Stunden bis 3 Tage, fortgesetzt. 

Die Isolierung der Ketocarotinoide aus der geernteten Biomasse erfolgt in an sich be- 
kannter Weise, beispielsweise durch Extraktion und gegebenenf alls weiterer chemi- 
sche Oder physikalischer Reinigungsprozesse, wie beispielsweise Fallungsmethoden, 
Kristallographie, thermische Trennverfahren, wie Rektifizierverfahren oder physikali- 
sche Trennverfahren, wie beispielsweise Chromatographie. 
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Wie nachstehend erwahnt, konnen die ketocarotinoide in den erfindungsgemaBen, 
genetisch veranderten Pflanzen vorzugsweise in verschiedenen Pflanzengeweben, wie 
beispielsweise Samen, Blatter, FrQchte, Bluten, insbesondere in Blutenblattern spezi- 
fisch hergestellt werden. 

5 

Die Isolierung von Ketocarotinoiden aus den geernteten Blutenblattern erfolgt in an 
sich bekannter Weise, beispielsweise durch Trocknung und anschlieBender Extraktion 
und gegebenenfalls weiterer chemischer Oder physikalischer Reinigungsprozesse, wie 
beispielsweise Fallungsmethoden, Kristallographie, thermische Trennverfahren, wie 
10 Rektifizierverfahren oder physikalische Trennverfahren, wie beispielsweise Chroma- 

tographie. Die Isolierung von Ketocarotinoiden aus den Blutenblattern erfolgt bei- 
^ spielsweise bevorzugt durch organlsche Losungsmittel wie Aceton, Hexan, Ether oder 
tert.-Methyibutylether. 

15 Weitere Isolierverfahren von Ketocarotinoiden, insbesondere aus Blutenblattern, sind 
beispielsweise in Egger und Kleinig (Phytochemistry (1967) 6, 437-440) und Egger 
(Phytochemistry (1 965) 4, 609-61 8) beschrieben. 

Vorzugsweise sind die Ketocarotinoide ausgewahit aus derXSruppe Astaxanthin, 
20 Canthaxanthin, Echinenon, 3-Hydroxyechinenon, 3'-Hydroxyechinenon, Adonirubin 
und Adonixanthin. 

Ein besonders bevorzugtes Ketocarotinoid ist Astaxanthin. 

^5 Je nach verwendetem Organismus fallen die Ketocarotinoide in freier Fonm oder als 
FettsSureester an. 

In Blutenblattern von Pflanzen fallen die Ketocarotinlide im erfindungsgemSBen Verfah- 
ren in Fomn Ihrer Mono- oder Diester m'rt Fettsauren an. Einige nachgewiesene Fett- 
30 sSuren sind z.B. MyrlstinsSure, Palmitinsaure, Stearinsaure, Olsaure, Unolensaure, 
und LaurlnsSure (Kamata und Simpson (1987) Comp. Biochem. Physiol, Vol. 86B(3), 
587-591). 

Die Herstellung der Ketocarotinoide kann In der ganzen RIanze oder in einer bevor- 
35 zugten AusfQhrungsform spezifisch In Pflanzengeweben, die Chromoplasten enthalten, 
erfolgen. Bevorzugte Pflanzengewebe sind beispielsweise Wurzein, Samen, Blatter, 
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Fruchte, BIQten und insbesondere Nektarien und Blutenblatter, die auch Petalen be- 
zeichnet werden. 

In einer besonderes bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Verfahrens 
verwendet man genetisch verSnderte Pflanzen, die in Bluten die hochste Expressions- 
rate elner Ketolase aufweisen. 

Vorzugsweise wird dies dadurcli erreicht, dass die Genexpression der Ketolase unter 
Kontrolle eines blOtenspezifischen Promotors erfolgt. Beispielsweise werden dazu die 
vorsteliend bescliriebenen Nukleinsauren, wie nachstehend ausfuhrlicii beschrieben, 
in einem Nukleinsaurekonstrukt funktionell verknupft nr)it einem blutenspezifisclien 
Promotor in die Pflanze eingebracht. 

In einer weiteren, besonderes bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen 
Verfahrens verwendet man genetisch veranderte Pflanzen, die in Friichten die hochste 
Expressionsrate einer Ketolase aufweisen. 

Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht, dass die Genexpression der Ketolase unter 
Kontrolle eines fruchtspezifischen Promotors erfolgt. Beispielsweise werden dazu die 
vorstehend beschriebenen Nukleinsauren, wie nachstehend ausfuhrlich beschrieben, 
in einem Nukleinsaurekonstrukt funktionell verknupft mit einem fruchtspezifischen 
Promotor in die Pflanze eingebracht. 

In einer weiteren, besonderes bevorzugten, Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen 
Verfahrens verwendet man genetisch veranderte Pflanzen, die In Samen die hochste 
Expressionsrate einer Ketolase aufweisen. 

Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht, dass die Genexpression der Ketolase unter 
Kontrolle eines samenspezifischen Promotors erfolgt. Beispielsweise werden dazu die 
vorstehend beschriebenen Nukleinsauren, wie nachstehend ausfQhriich beschrieben, 
in einem Nukleinsaurekonstrukt funktionell verknupft mit einem samenspeafischen 
Promotor in die Pflanze eingebracht. 

Das Targeting in die Chromplasten erfolgt durch ein funktionell verknupftes plastldSres 
Transitpeptid. 
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Im folgenden wird exemplarisch die Herstellung genetisch veranderter RIanzen mit 
erhohter oder verursachter Ketolase-Aktivitat beschrieben. Die Erhohung weiterer Akti- 
vitaten, wie beispielsweise der Hydroxylase-Aktivitat und/oder der p-Cyclase-AI<tivitat 
kann analog unter Verwendung von Nukleinsauresequenzen, kodierend eine Hydroxy- 
lase bzw. p-Cyclase anstelle von Nukleinsauresequenzen, kodierend eine Ketolase, 
erfolgen. Die Transformation kann be! den Kombinationen von genetischen Verande- 
rungen einzein oder durch Mehrfachkonstrukte erfolgen. 

Die Herstellung der transgenen Pf lanzen erfolgt vorzugsweise durch Transformation 
der Ausgangspfianzen, mit einem Nukleinsaurekonstrukt, das die vorstehend beschrie- 
benen Nukleinsauren, kodierend eine Ketolase enthSIt, die mit einem oder mehreren 
Regulationssignaien funktionell verknupft sind, die die Transkriptlon und Translation in 
Pflanzen gewShrleisten. 

Diese Nukleinsaurekonstrukte, in denen die kodierende NukleinsSuresequenz mit ei- 
nem Oder mehreren Regulationssignaien funktionell verknQpft sind, die die Transkriptl- 
on. und Translation In RIanzen gewShrleisten, werden im folgenden auch Expressions- 
kassetten genannt. 

Vorzugsweise enthalten die Regulationssignale einen oder mehrere Promotoren, die 
die Transkriptlon und Translation in RIanzen gewahrleisten. 

Die Expressionskassetten beinhalten Regulationssignale, also regulative Nukleinsau- 
resequenzen, welche die Expression der kodierenden Sequenz in der Wirtszelle steu- 
ern, GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst eine Expressionskassette 
stromaufwarts, d.h. am 5'-Ende der kodierenden Sequenz, einen Promoter und strom- 
abwarts, d.h. am 3'-Ende, ein Polyadenylierungssignal und gegebenenfalls weitere 
regulatorische Elemente, v^elche mit der dazwischenliegenden kodierenden Sequenz 
fur mindestens eines der vorstehend beschriebenen Gene operativ verknupft sind. Un- 
ter einer operativen Verknupfung versteht man die sequenzielle Anordnung von Pro- 
motor, kodierender Sequenz, Terminator und ggf, weiterer regulativer Elemente derart, 
das jedes der regulativen Elemente seine Funktion bei der Expression der kodierenden 
Sequenz bestimmungsgemaB erfuilen kann. 
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Im folgenden werden beispielhaft die bevorzugten Nukleinsaurekonstrukte, Expressi- 
onskassetten und Vektoren fur Pflanzen und Verfahren zur Herstellung von transgenen 
Pflanzen, sowie die transgenen Pflanzen selbst beschrieben- 

Die zur operativen Verknupfung bevorzugten, aber nicht darauf beschrankten Sequen- 
zen, sind Targeting-Sequenzen zur Gewahrleistung der subzellularen Lokalisation im 
Apoplasten, in der Vakuole, in Plastiden, im Mitochondrlum, im Endoplasmatischen 
Retikulum (ER), im Zellkern, in Olkorperchen oder anderen Kompartimenten und 
Translationsverstarkern wie die 5'-Fuhrungssequenz aus dem Tabak-Mosaik-Virus 
(Gallie et at., Nucl. Acids Res. 15 (1987), 8693 -8711). 

Als Promotor der Expressionskassette ist grundsatzlich jeder Promotor geeignet, der 
die Expression von Fremdgenen in Pflanzen steuern kann. 

"Konstitutiver" Promotor meint solche Promotoren, die eine Expression in zahlreichen, 
bevorzugt alien, Geweben uber einen groReren Zeitraum der Pflanzenentwicklung, 
bevorzugt zu alien Zeitpunkten der Pflanzenentwicklung, gewahrleisten. 

Vorzugswelse verwendet man msbesondere einen pflanzlichen Promotor Oder einen 
Promotor, der einem Pflanzenvirus entstammt. Insbesondere bevorzugt ist der Promo- 
tor des 35S-Transkriptes des CaMV Blumenkohlmosaikvirus (Franck et al. (1980) Cell 
21:285-294; Odell etal. (1985) Nature 313:810-812; Shewmaker et al. (1985) Virology 
140:281-288; Gardner et al. (1986) Plant Mol Biol 6:221-228), der 19S CaMV Promotor 
(US 5,352,605; WO 84/02913; Benfey et al. (1989) EMBO J 8:2195-2202), den Triose- 
Phosphat Translokator (TPT) Promotor aus Arabidopsis thaliana Acc.-No. AB006698 , 
Basenpaar 53242 bis 55281 ; das Gen beginnend ab bp 55282 ist mit "phos- 
phateAriose-phosphate translocator" annotiert, oder den 34S Promoter aus Figwort 
mosaic virus Acc.-No. XI 6673, Basenpaar 1 bis 554. 

Ein weiterer geeigneter konstitutlver Promotor Ist der pds Promoter (Pecker et al. 
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci USA 89: 4962-4966) oder der "Rubisco small subunit 
(SSU)''-Promotor (US 4,962,028), der LegumlnB-Promotor (GenBank Acc.-Nr, 
X03677), der Promotor der Nopalinsynthase aus Agrobacterlum, der TR- 
Doppelpromotor, der OCS (Octopin Synthase) Promotor aus Agrobacterlum, der Ubi- 
quitin Promotor (Holtorf S et al. (1995) Plant Mol Biol 29:637-649), der Ubiquitin 1 Pro- 
motor (Christensen et al. (1992) Plant Mol Biol 18:675-689; Bruce et al. (1989) Proc 
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Natl Acad Sci USA 86:9692-9696), der Smas Promoter, der Cinnamylalkoholdehydro- 
genase-Promotor (US 5,683,439), die Promotoren der vakuolarer ATPase Untereinhei- 
ten Oder der Promotor eines prolinreichen Proteins aus Weizen (WO 91/13991), der 
Pnit-Promoter (Y07648.L, Hiltebrand et al. (1998), Plant, Mol. Biol. 36, 89-99, Hille- 
brand et al. (1996), Gene, 170, 197-200) sowie weitere Promotoren von Genen, deren 
konstitutive Expression in Pflanzen dem Fachmann bekannt ist. 

Die Expressionskassetten konnen auch einen ciiemisch induzierbaren Promotor ent- 
halten (Ubersichtsartikel: Gatz et al. (1997) Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 
48:89-108), durch den die Expression des Ketolase-Gens in der Pflanze zu einem be- 
stimmten Zeitpunkt gesteuert werden kann. Derartige Promotoren, wie z.B. der PRP1 
Promotor (Ward et al. (1993) Plant Mol Biol 22:361-366), ein durch Salicylsaure indu- 
zierbarer Promotor (WO 95/19443), ein durch Benzolsulfonamid-induzierbarer Promo- 
tor (EP 0 388 186), ein durch Tetrazyklin-induzierbarer Promotor (Gatz et al. (1992) 
Plant J 2:397-404), ein durch Abscisinsaure induzierbarer Promotor (EP 0 335 528) 
bzw. ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon-induzierbarer Promotor (WO 93/21334) 
konnen ebenfalls verwendet werden, ^ 

Ferner sind Promotoren bevorzugt, die durch biotischen oder abiotischen Stress indu- 
ziert werden wie beispielsweise der pathogen-induzierbare Promotor des PRPI-Gens 
(Ward et al. (1993) Plant Mol Biol 22:361-366), der hitzeinduzierbare hsp70- oder 
hsp80-Promoter aus Tomate (US 5,187.267), der kalteinduzierbare alpha-Amylase 
Promoter aus der Kartoffel (WO 96/12814), der licht-induzlerbare PPDK Promotor oder 
der verwundungsinduzierte pinll-Promoter (EP375091). 

Pathogen-induzierbare Promotoren umfassen die von Genen, die Infolge eines Patho- 
genbefalls induziert werden wie beispielsweise Gene von PR-Proteinen, SAR- 
Proteinen, b-1,3-Glucanase, Chltlnase usw. (beispielsweise Redolfi et al. (1983) Neth J 
Plant Pathol 89:245-254; Uknes, et al. (1992) The Plant Gell4:645-656; Van Loon 

(1985) Plant Mol Viral 4:111-116; Marineau et al. (1987) Plant Mol Biol 9:335-342; Mat- 
ton et al. (1987) Molecular Plant-Microbe Interactions 2:325-342; Somssich et al. 

(1986) Proc Natl Acad Sci USA 83:2427-2430; Somssich et al. (1988) Mol Gen Genet- 
ics 2:93-98; Chen et al. (1996) Plant J 10:955-966; Zhang and Sing (1994) Proc Natl 
Acad Sci USA 91 :2507-251 1 ; Warner, et al. (1 993) Plant J 3:191-201 ; Sieberlz et al. 
(1989) Plant Cell 1:961-968(1989). 
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Umfasst sind auch verwundungsinduzierbare Promotoren wie der des pinll-Gens (Ry- 
an (1990) Ann Rev Phytopath 28:425-449; Duan et al. (1996) Nat Biotech 14:494-498), 
des wun1 und wun2-Gens (US 5,428,148), des win1- und win2-Gens (Stanford et al. 
(1989) Mol Gen Genet 215:200-208), des Systemin-Gens (McGurl et al. (1992) 
Science 225:1570-1573), des WIPI-Gens (Rohmeier et al. (1993) Plant Mol Biol 
22:783-792; Ekelkamp et al. (1993) FEBS Letters 323:73-76), des MPI-Gens (Corderok 
et al. (1 994) The Plant J 6(2):1 41 -1 50) und dergleichen. 

Weitere geeignete Promotoren sind beispielsweise fruchtreifung-spezifische Prornoto- 
ren, wie beispielsweise der fruchtreifung-spezifische Promotor aus Tomate (WO 
94/21794. BP 409 625). Entwicklungsabhangige Promotoren schlieBt zum Teil die ge- 
webespezifischen Promotoren ein, da die Ausbildung einzelner Gewebe naturgemaB 
entwicklungsabhangig erfolgt. 

Weiterhin sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt, die die Expression in Ge- 
weben Oder Pflanzenteilen sicherstellen, in denen beispielsweise die Biosynthese von 
Ketocarotinoiden bzw. dessen Vorstufen stattfindet. Bevorzugt sind beispielsweise . 
Promotoren mit Spezifitaten fur die Antheren, Ovarien, Petalen, Sepalen, Bluten, Blat- 
ter, Stengel, Samen und Wurzein und Kombinatlonen hieraug, 

Knollen-, Speicherwurzel- Oder Wurzel-spezif ische Promotoren sind beispielsweise der 
Patatin-Promotor Klasse I (B33) Oder der Promotor des Gathepsin D Inhibitors aus Kar- 
toffel. 

Blattspezif ische Promotoren sind beispielsweise der Promotor der cytosolischen 
FBPase aus Kartoffel (WO 97/05900), der SSU Promotor (small subunit) der Rubisco 
(Ribulos6-1 ,5-bisphosphatcarboxylase) Oder der ST-LSI Promotor aus Kartoffel 
(Stockhaus et al. (1989) EMBO J 8:2445-2451). 

Blutenspezlfische Promotoren sind beispielsweise der Phyloen-Synthase Promotor 
(WO 92/16635) Oder der Promotor des P-nr Gens (WO 98/22593), der AP3 Promoter 
aus Arabidopsis thaliana (siehe Beispiel 5), der CHRC-Promoter (Chromoplast-specific 
carotenoid-associated protein (CHRG) gene promoter aus Gucumis sativus Acc.-No. 
AF099501, Basenpaar 1 bis 1532), der EPSP_Synthase Promotor (5-enol- 
pyruvylshiklmate-3-phosphate synthase gene promoter aus Petunia hybrida, Acc.-No. 
. M37029, Basenpaar 1 bis 1788), der PDS Promotor (Phytoene desaturase gene pro- 
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moter aus Solanum Jycopersicum, Acc.-No. U46919, Basenpaar 1 bis 2078), der DFR- 
A Promotor (Dihydroflavonol 4-reciuctase gene A promoter aus Petunia hybrida, Acc.- 
No. X79723, Basenpaar 32 bis 1902) oder der FBP1 Promotor (Floral Binding Protein 1 
gene promoter aus Petunia hybrida, Acc.-No. LI 01 15, Basenpaar 52 bis 1069). 

Antheren-spezifisclie Promotoren sind beispielsweise der 5126-Promotor 
(US 5,689,049, US 5,689,051 ), der glob-l Promotor oder der g-Zein Promoter. 

Samen-spezifisclie Promotoren sind beispielsweise der ACP05-Promotor (Acyi-carrier- 
Protein Gen, W09218634), die Promotoren AtSI und AtS3 von Arabidopsis 
(WO 9920775). der LeB4-Promotor von Vicia faba (WO 9729200 und US 06403371), 
der Napin-Promotor von Brassica napus (US 5608152; EP 255378; US 5420034),der 
SBP-Promotor von Vicia faba (DE 9903432) Oder die Maispromotoren Endl und End2 
(WO 001 11 77). 

Weitere zur Expression in Pflanzen geeignete Promotoren sind beschrieben in Rogers 
et al. (1987) Meth in Enzymol 153:253-277; SchardI et al. (1987) Gene 61:1-11 und 
Berger et al. (1989) Proc Natl Acad Sci USA 86:8402-8406). 

. « 

Besonders bevorzugt im erfindungsgemaBen Verfahren sind konstitutive, samenspezi- 
fische, fruchtspezifische, blutenspezifische und insbesondere blutenblattspezifische 
Promotoren. 

Die vorliegende Erflndung betrifft daher insbesondere ein Nuklelnsaurekonstrukt, ent- 
haltend funktionell verknupft einen bIQtenspezifischen oder insbesondere einen bIQten- 
blattspezlflschen Promotor und eine NukleinsSure, kodierend elne Ketolase, enthaltend 
die AminosSuresequenz SEQ. ID. NO, 2 oder elne von dieser Sequenz durch Substitu- 
tion, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die elne Identitat 
von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt vorzugswelse durch Fusion eines 
geelgneten Promoters mit einer vorstehend beschriebenen Nukleinsaure, kodierend 
elne Ketolase, und vorzugsweise einer zwischen Promotor und Nukleinsaure-Sequenz 
inserierten Nukleinsaure, die fur ein plastidenspezifisches Transitpeptid kodiert, sowie 
einem Polyadenylierungssignal nach ganglgen Rekombinations- und Klonierungstecli- 
niken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular 
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Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1989) sowie in TJ. Silliavy, M.L Berman und L.W. Enquist, Experiments with Gene 
Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausu- 
bel, FM. et a!., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and 
5 Wiley-lnterscience (1 987), beschrieben sind. 

Die vorzugsweise insertierte NukleinsSuren, kodierend ein plastidares Transitpeptid, 
gewahrleisten die Lokalisation in Plastiden und insbesondere in Chronnoplasten. 

10 Es konnen auch Expressionskassetten verwendet werden, deren Nukleinsaure- 

Sequenz fur ein Ketolase-Fusionsprotein kodiert, wobei ein Teil des Fusionsproteins 

^ ein Transitpeptid ist, das die Translokation des Polypeptides steuert. Bevorzugt sind fur 
die Chrpmoplasten spezif ische Transitpeptide, welche nach Translokation der Ketolase 
in die Chromoplasten vom Ketolase-Teil enzymatisch abgespalteh werden. 

15 

Insbesondere bevorzugt ist das Transitpeptid, das von der plastidaren Nicotians taba- 
cum Transketolase oder einem anderen Transitpeptid (z.B. dem Transitpeptid der kjei- 
nen Untereinheit der Rubisco (rbcS) oder der Ferredoxin NADP Oxidoreduktase als 
auch der Isopentenylpyrophosphat lsomerase-2) oder desseo funktionellem Aquivalent 
20 abgeleitet ist. 

Besonders bevorzugt sind Nukleinsaure-Sequenzen von drel Kassetten des Plastiden- 
Transitpeptids der plastidaren Transketolase aus Tabak in drei Leserastern als 
KpnI/BamHI Fragmente mit einem ATG-Codon in der Ncol Schnittstelle: 

pTP09 

KpnLGGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTCACTCTCTCTCAAGCTATCCTCTCTC 
GTTCTGTCCCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTTCTTCTCT- 
30 CACTTTTTCCGGCCTTAAATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCG- 
TACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGTCGTAAGGTCACCGGC- 
GATTCGTGCCTCAGCTGCAACCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCGG- 
GATCC^BamHI 
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KpnLGGTACCATGGCGTCTTCTTCTtCTCTCACTCTCTCTCAAGCTATCCTCTCTC 
GTTGTGTCCCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTGAACTTTCCCCTTCTTCTCT- 
CACTmTGCGGCCTTAAATGCAATCCCAATATCACCAGCTCCCGCCGCCG- 
TAGTGGTTGCTGGGGGGGGGGGGGCGCCGTCGTAAGGTGAGGGGG- 
5 GATTGGTGGCTGAGGTGCAAGGGAAAGCATAGAGAAAAGTGAGAGTGCGGTG- 

GATGC_BamHI 
pTP11 

10 KpnI_GGTAGCATGGGGTGTTGTTGTTGTGTGAGTGTGTGTGAAGCTATCCTCTCTC 
GTTCTGTGGCTGGGGATGGCTCTGCCTCTTCTTGTGAAGTTTCGCCTTCTTCTCT- 
^ CAGTTTTTGCGGGCTTAAATGCAATGGCAATATGAGGACGTGGGGCGGGGG- 
^ TAGTGGTTCCTGGGGGGGGGGGGCGGCGGTGGTAAGGTGAGGGGC- 

GATTGGTGGGTGAGGTGGAAGGGAAAGGATAGAGAAAAGTGAGAGTGGGGG- 

15 GATGG_BamHI 

Weltere Belsplele fur ein plastidSres Transitpeptid sind das Transitpeptid der plastida- 
ren Isopentenyl-pyrophosphat lsomerase-2 (IPP-2) aus Arabisopsis thaliana und das 
Transitpeptid der kleinen Unterelnheit der Rtbulosebisphosphat Garboxylase (rbcS) aus 
20 Erbse (Guerineau. F. Woolston. S. Brooks. L. Mullineaux, P (1 988) An expression cas- 
sette for targeting foreign proteins Into the chloroplasts. Nucl. Acids Res. 16: 1 1380). 

Die erfindungsgemaBen NukleinsSuren konnen synthetiscli liergestellt oder naturlich 
gewonnen sein oder eine Mischung aus synthetischen und naturlichen Nukieinsaure- 
#5 Bestandteilen enthalten, sowie aus verschiedenen heterologen Genabschnitten ver- 
schledener Organismen bestehen. 

Bevorzugt sind. wie vorstehend beschrieben. synthetische Nukieotid-Sequenzen mit 
Kodons, die von Pflanzen bevorzugt werden. Diese von Pflanzen bevorzugten Kodons 
30 kennen aus Kodons mit der hochsten Protelnhaufigkeit bestimmt werden. die in den 
meisten interessanten Pflanzenspezies exprimiert werden. 

Bei der Praparation einer Expressionskassette konnen verschiedene DNA-Fragmente 
manipuiiert werden. urn elne Nukleotid-Sequenz zu erhaiten. die zweckmSBigenweise 
35 in der korrekten Richtung liest und die mit einem korrekten Leseraster ausgestattet ist. 
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Fur die Verbindung der DNA-Fragmente miteinander konnen an die Fragmente Adap- 
toren oder Linker angesetzt werden. 

ZweckmaBigenweise kSnnen die Promotor- und die Terminator-Regionen in Transkrip- 
5 tionsriclitung mit einem Linker oder Polylinker, der eine Oder mehrere Restriktionsstel- 
len fOr die Insertion dieser Sequenz entlialt, verselien werden. In der Regel hat der 
Linker 1 bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 6 Restriktionsstellen. Im allge- 
meinen hat der Linker innerhalb der regulatorischen Bereiche eine GroBe von weniger 
als 100 bp, hSufig weniger als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der Promotor kann so- 
10 wohl nativ bzw. homolog als auch fremdartig bzw. heterolog zur Wirtspflanze sein. Die 

Expressionskassette belnhaltet vorzugsweise in der 5'-3'-Transkriptionsrichtung den 
1^ Promotor, eine kodierende Nukleinsauresequenz oder ein Nukleinsaurekonstrukt uhd 
eine Region fOr die transkriptlonale Termination. Verschiedene Terminationsbereiche 
sind gegeneinander beliebig austauschbar. 

15 

Beispiele fur einen Terminator sind der 35S-Terminator (Guerineau et al. (1 988) NucI 
Acids Res. 16: 1 1380), der nos Temnlnator (Depicker A, Stachei S, Dhaese P,^ 
Zambryski P, Goodman HM. Nopaline synthase: transcript mapping and DNA sequen- 
ce. J Mol AppI Genet. 1982;1(6):561-73) Oder der ocs Terminator (Glelen, J, de Beu- 
20 ckeleer, M, Seurinck, J, Debroek, H, de Greve, H, Lemmers, M, van Montagu, M, 

Schell, J (1984) The complete sequence of the TL-DNA of the Agrobacterium tumefa- 
ciens plasmid pTiAchS. EMBO J. 3: 835-846). 

^ Ferner konnen Manipulationen, die passende Restriktionsschnittstellen bereitstellen 
25 Oder die uberfltissige DNA oder Restriktionsschnittstellen entfernen, eingesetzt wer- 
den. Wo Insertionen, Deletionen oder Substitutionen wie z.B. Transitionen und Trans- 
versionen in Frage kommen, konnen in wYro-Mutagenese, "primer-repair", Restriktion 
Oder Ligation venwendet werden. 

30 Bei geeigneten Manipulationen, wie z.B. Restriktion, "chewing-back" oder Auffiillen von 
Uberhangen fur "bluntends", konnen komplementare Enden der Fragmente fur die Li- 
gation zur Verfugung gestellt werden. 

Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Polyadenylierungssignale, vor- 
35 zugsweise solche. die im wesentlichen T-DN A- Polyadenylierungssignale aus Agrobac- 
terium tumefaciens, insbesondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) des Ti- 
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Plasmids pTiACHS entsprechen (Gielen et al.. EMBO J. 3 (1984), 835 ff) Oder funktio^ 
nelle Aquivalente. 

Die Ubertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pflanze wird als Transformation 
bezeichnet. 

Dazu konnen an sich bekannte Methoden zur Transfornnation und Regeneration von 
Pfianzen aus Pflanzengeweben Oder Pflanzenzellen zur transienten oder stabilen 
Transformation genutzt werden. 

Geeignete Methoden zur Transfornnation von Pfianzen sind die Protoplastentransfor- 
mation durch Polyethylenglykol-induzierte DNA-Aufnahme, das biolistische Verfahren 
mit der Genkanone - die sogenannte "particle bombardment" Methode, die Elektropo- 
ration, die Inkubation trockener Embryonen in DNA-lialtiger Losung, die Mikroinjektion 
und der, vorstehend beschriebene, durch Agrobactorium vermittelte Gentransfer. Die 
genannten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes et al., Techniques for Gene 
Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben von 
S,D. Kung und R. Wu, Academic Press (1993), 128-143 sowie in Potrykus, Annu. Rev. 
Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205-225) beschrieben. 

Vorzugswelse wird das zu exprimlerende Konstrukt in einen Vektor kloniert. der geeig- 
net 1st, Agrobacterium tumefaciens zu transformieren, beispielsweise pBin19 (Sevan 
et al., Nucl. Acids Res. 12 (1984), 8711) oder besonders bevorzugt pSUN2, pSUNS, 
pSUN4 Oder pSUN5 (WO 02/00900). 

Mit einem Expressionsplasmid transfonnalerte Agrobakterien kSnnen in bekannter Wei- 
se zur Transformation von Pfianzen venwendet werden, z.B. indem verwundete Blatter 
Oder Biattstucke in einer Agrobakterienldsung gebadet und anschiieBend in geeigneten 
Median kultiviert werden. 

Zur bevorzugten Herstellung von genetlsch verSnderten Pfianzen, im folgenden auch 
transgene Pfianzen bezeichnet, wird die fusionierte Expressionskassette, die eine Ke- 
toiase exprimiert, in einen Vektor, beispielsweise pBin19 oder insbesondere pSUN5 
und pSUN3 kloniert, der geeignet ist, in Agrobacterium tumefaciens transiomlert zu 
werden. Mit einem solchen Vektor transformierte Agrobakterien konnen dann in be- 
kannter Welse zur Transformation von RIanzen, insbesondere von Kulturpflanzen ver- 
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wendet werden, indem beispielsweise verwundete Blatter Oder Blattstucke in einer 
AgrobakterienlSsung gebadet und anschlieBend in geeigneten Medien l<ultiviert wer- 
den. 

5 Die Transformation von Pflanzen durch Agrobakterien ist unter anderem bekannt aus 
F.F. White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1 . 
Engineering and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic 
Press, 1993, S. 15-38. Aus den transformierten Zellen der ver>Aajndeten Blatter bzw. 
Blattstucke konnen in bekannter Weise transgene Pflanzen regenerlert werden. die ein 
10 in die Expressionskassette Integriertes Gen fOr die Expression einer Nukleinsaure, ko- 
dierend eine Ketolase, enthalten. 

Zur Transformation einer Wirtspflanze mit einer fur eine Ketolase kodierenden Nuklein- 
saure wird eine Expressionskassette als Insertion in einen rekombinanten Vektor ein- 
15 gebaut, dessen Vektor-DNA zusatzliche funktionelle Regulationssignale, beispielswei- 
se Sequenzen fur Replikation oder Integration enthalt. Geeignete Vektoren sind unter 
anderem in "Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology" (CRC Press), Kap. 
6/7, S. 71 -1 1 9 (1 993) beschrleben. 

. « 

20 Unter Verwendung der oben zitierten Rekombinations- und Klonierungstechniken kon- 
nen die Expressionskassetten in geeignete Vektoren kloniert werden, die ihre Vermeh- 
rung, beispielsweise in E. co//, emnoglichen. Geeignete Klonierungsvektoren sind u.a. 
pJIT117 (Guerineau et al. (1988) Nucl. Acids Res.16 :11380), pBR332, pUC-Serien, 

^ M13mp-Serien und pACYC184. Besonders geeignet sind binare Vektoren, die sowohl 

?5 in E. CO// als auch in Agrobakterien replizieren konnen. 

Im folgenden wird die Herstellung der erfindungsgemaBen gentisch veranderten Mikro- 
organismen naher beschrleben: 



30 Die vorstehend beschriebenen NukleinsSuren, kodierend eine Ketolase oder |5- 

Hydroxylase oder p-CycIase sind vorzugsweise in Expressionskonstrukte eingebaut, 
enthaltend unter der genetischen Kontrolle regulativer Nukleinsauresequenzen eine fur 
ein erfindungsgemaBes Enzym kodierende Nukleinsauresequenz; sowie Vektoren, 
umfassend wenigstens eines dieser Expressionskonstrukte. 
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Vorzugsweise umfassen solche erfindungsgemaBen Konstrukte 5'-stromaufwarts von 
der jeweiligen kodierenden Sequenz einen Promotor und 3'-stromabwarts eine Termi- 
natorsequenz sowie gegebenenfalls weitere ubiiche regulative Elemente, und zwar 
jeweils operativ verkniipft mlt der kodierenden Sequenz. Unter einer "operativen Ver- 
5 knQpfung" versteht man die sequentielle Anordnung von Promotor, kodierender Se- 
quenz, Terminator und gegebenenfalls weiterer regulativer Elemente derart, dass jedes 
der regulatlven Elemente seine Funktion bel der Expression der kodierenden Sequenz 
bestimmungsgemSB erfullen kann. 

10 Beispiele fOr operativ verkniipfbare Sequenzen slnd Targeting-Sequenzen sowie 

Translationsverstarker, Enlnancer, Polyadenyllerungssignale und dergleichen. Weitere 
^ regulative Elemente umfassen selektierbare Marker, Ampiifikationssignale, Replikati- 
onsursprunge und dergleichen. 

15 Zusatzlich zu den artifiziellen Regulationssequenzen kann die naturliche Regulations- 
sequenz vor dem eigentlichen Strukturgen noch vorhanden sein. Durch genetische 
Veranderung kann diese natOriiche Regulation gegebenenfalls ausgeschaltet und die 
Expression der Gene erh6ht Oder erniedrigt werden. Das Genkonstrukt kann aber auch 
einfacher aufgebaut sein, das heiBt es werden keine zusatzlichen Regulationssignale 
20 vor das Strukturgen Insertiert und der naturliche Promotor mit seiner Regulation wird 
nicht entfemt. Statt dessen wird die naturliche Regulationssequenz so mutiert, dass 
keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression gestelgert oder verringert wird. 
Die Nukleins^uresequenzen konnen in einer oder mehreren Kopien im Genkonstrukt 

^ enthalten sein. 

^5 

Beispiele fur brauchbare Promotoren in Mikroorganismen sind: cos-, tac-, trp-, tet-, trp- 
tet-, Ipp-. lac-, Ipp-lac-, laclq-, T7-, T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, lambda-PR- oder im 
lambda-PL- Promotor, die vorteilhafterweise in gram-negativen Bakterien Anwendung 
finden; sowie die gram-positiven Promotoren amy und SP02 oder die Hefepromotoren 
30 ADC1 , MFa , AC, P-60, CYC1. GAPDH. Besonders bevorzugt ist die VeoA/endung in- 
duzierbarer Promotoren, wie z.B. licht- und insbesondere temperaturinduzierbarer 
Promotoren, wie der PrPpPromotor. 



PF 54058 

38 

Prinzlpiell konnen alle naturllchen Promotoren mit ihren Regulationssequenzen ver- 
wendet warden. Dariiber hinaus k6nnen auch synthetische Promotoren vorteilhaft ver- 
wendet warden. 

5 Die genannten regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression der Nuklein- 
sauresequenzen und die Proteinexpression ermoglichen. Dies kann beispielsweise je 
nach Wirtsorganismus bedeuten, dass das Gen erst nacti Induktion exprimiert oder 
uberexprimiert wird, oder dass es sofort exprimiert und/oder Qberexprimiert wird. 

10 Die regulatorisciien Sequenzen bzw, Faktoren konnen dabei vorzugsweise die Expres- 
sion positiv beeinflussen und dadurcli eriiohen oder erniedrigen. So kann eine Verstar- 
kung der regulatorischen Elemente vortellhafterweise auf der Transkriptionsebene er- 
folgen, indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "Eniiancer" ver- 
wendet werden. Daneben ist aber auch eine Verstarkung der Translation moglich, in- 

1 5 dem beispielsweise die Stabilitat der mRNA verbessert wird. 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion eines geeigneten Pr.o- . 
motors mit den vorstehend beschriebenen Nukleinsauresequenzen, kodierencT eine 
Ketolase, ^-Hydroxylase oder p-Cyc!ase sowie einem Terminator- oder Polyadenylle- 

20 rungsslgnal. Dazu venA/endet man gSnglge Rekombinations- und Klonierungstechni- 
ken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F, Fritsch und J. Sambrook, Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1989) sowie In T.J, Silhavy, M.L Berman und L,W. Enquist, Experiments with Gene 
Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausu- 

25 bel, P.M. et aL, Current Protocols In Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and 
Wiley Intersclence (1987) beschrieben sind. 

Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur Expression in 
einem geeigneten Wirtsorganismus vorteilhaftenA^eise in einen wirtsspezifischen Vektor 

30 insertiert, der eine optimale Expression der Gene im Wirt ermoglicht. Vektoren sind 
dem Fachmann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus "Cloning Vectors" (Pou- 
wels P. H. et al., Hrsg, Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985) entnommen wer- 
den. Unter Vektoren sind aul3er Plasmiden auch alle anderen dem Fachmann bekann- 
te Vektoren, wie beispielsweise Phagen, Viren, wie SV40, CMV, Baculovlrus und Ade- 

35 novirus, Transposons, IS-Elemente, Phasmide, Cosmide, und lineare oder zirkulare 
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DNA zu verstehen. Diese Vektoren korinen autonom im Wirtsorganismus repliziert oder 
chromosomal repliziert werden. 

Als Beispiele fur geeignete Expressionsvektoren konnen genannt werden: 

5 

Ubiiche Fusionsexpressionsvektoren. wie pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B. 
und Johnson, K.S. (1988) Gene 67:31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly. MA) 
und pRIT 5 (Pharmacia, Piscataway, NJ), bei denen Glutathion-S-Transferase (GST). 
Maltose E-bindendes Protein bzw. Protein A an das rekombinante Zielprotein fusioniert 
10 wird. 

Nicht-Fusionsprotein-Expressionsvektoren wie pTrc (Amann et al., (1 988) Gene 
0 69:301 -31 5) und pET 1 1 d (Studier et al. Gene Expression Technology: Methods in 

Enzymology 185. Academic Press. San Diego. Kalifomien (1990) 60-89) oder pBluesc- 
15 ript und pUC-Vektoren. 

Hefe-Expressionsvektor zur Expression in der Hefe S. cerevisiae . wie pYepSed (Bal- 
dari et al., (1987) Embo J. 6:229-234). pMFa (Kurjan und Herskowitz (1982) C§li 
30:933-943). pJRY88 (Schultz et al. (1 987) Gene 54:1 1 3-1 2^) sowie pYES2 (Invitrogen 
20 Corporation, San Diego, CA). 

Vektoren und Verfahren zur KonstrukHon von Vektoren, die sich zur Verwendung in 
anderen Pilzen. wie fllament5sen Piizen. eignen, umfassen diejenigen, die eingehend 
beschrleben sind in: van den Hondel, C.A.MJ.J. & Punt. P.J. (1991) "Gene transfer 
^5 systems and vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics 
• of Fungi, J.F. Peberdy et al.. Hrsg., S. 1 -28, Cambridge University Press: Cambridge. 

Baculovirus-Vektoren, die zur Expression von Proteinen in gezuchteten Insektenzellen 
(bspw. Sf9-Zellen) verfugbar sind. umfassen die pAc-Reihe (Smith et al., (1983) Mol. 
30 Cell Biol.. 3:21 56-21 65) und die pVL-Reihe (Lucklow und Summers (1 989) Virology 
170:31-39). 

Weitere geeignete Expressionssysteme fur prokaryontische und eukaryotische Zellen 
• sind in Kapitel 16 und 17 von Sambrook, J., Fritsch. E.F. und Maniatis, T.. Molecular 
35 cloning: A Laboratory Manual, 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor. NY. 1989 beschrleben. 
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Mit Hilfe der erf indungsgemaBen Expressionskonstrukte brw. Vektoren sind genetisch 
veranderte Mikroorganismen herstellbar, welche belspielsweise mit wenigstens einem 
erfindungsgemaBen Vektor transformiert sind. 

Vorteilhafterweise warden die oben beschriebenen erfindungsgemaBen rekombinanten 
Konstrukte in ein geeignetes Wirtssystem eingebracht und exprimiert. Dabel werden 
vorzugsweise dem Fachmann bekannte gelSufige Klonierungs- und Transfektions- 
methoden, wie belspielsweise Co-Prazipitation, Protoplastenfusion, Elektroporation, 
retrovirale Transfektion und dergleichen, ven^endet, um die genannten Nukleinsauren 
im jeweiligen Expressionssystem zur Expression zu bringen. Geeignete Systeme wer- 
den beispielsweise in Current Protocols in Molecular Biology, F. Ausubel et aL, Hrsg., 
Wiley Interscience, New York 1997, beschrieben. 

Die Selektion erfolgreich transformierter Organismen kann durch Markergene erfolgen, 
die ebenfalls Im Vektor Oder in der Expressionskassette enthalten sind. Beispiele fur 
solclie Markergene sind Gene fur Antibiotikaresistenz und fur Enzyme, die eine farb- 
gebende Reaktion katalysieren, die ein Anfarben der transformierten Zelle bewirkt. . 
Diese konnen dann mittels automatischer Zellsortierung selektiert werden. ^ 

Erfolgreicli mit einem Vektor transformierte Mikroorganismen, die ein entsprechendes 
Antibiotikaresistenzgen (z.B. G418 Oder Hygromycin) tragen, lessen sich durch ent- 
sprechende Antibiotika-enthaltende Medien oder Nahrboden selektieren. Markerprotei- 
ne, die an der Zelloberflache prasentiert werden, konnen zur Selektion mittels Affini- 
tatschromatographie genutzt werden. 

Die Kombination aus den Wirtsorganismen und den zu den Organismen passenden 
Vektoren, wie Plasmide, Viren oder Phagen, wie beispielsweise Plasmide mit dem 
RNA-Polymerase/Promoter-System, die Pliagen 8 oder andere temperente Phagen 
Oder Transposons und/oder weiteren vorteilhaften regulatorischen Sequenzen bildet 
ein Expressionssystem. 

Die Erfindung betrifft f erner ein Verfahren zur Herstellung von genetisch veranderten 
Organismen, dadurch gekennzeichnet, das man ein Nukleinsaurekonstrukl, enthaltend 
funktionell verknupft einen Promotor und Nukleinsauren, kodierend eine Ketolase, ent- 
haltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch 
Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine 



PF 54058 



41 

Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 
aufweist, und gegebenenfalls einen Terminator in das Genom des Ausgangsorganis- 
mus Oder extrachromosomal in den Ausgangsorganlsmus einfuhrt. 

Die Erfindung betrifft ferner die genetisch veranderten Organismen. wobei die geneti- 
sche Veranderung die Aktivitat einer Ketolase 

A fur den Fall, dass der Wildtyporganismus bereits eine Ketolase-Aktivitat aufweist. 
gegenOber dem Wildtyp erhoht und 

B fur den Fall, dass der Wildtyporganismus keine Ketolase-Aktivitataufweist. ge- 
geniiber dem Wildtyp verursactit 

und die nach A erhohte oder nach B verursachte Ketolase-Aktivitat durch eine Ketolase 
verursacht wird. enthaltend die AminosSuresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von 
dieser Sequenz durch Substitution. Insertion oder Deletion von AminosSuren abgeleite- 
te Sequenz. die eine Identitat von mindestens 42 % auf AminosSureebene mit der Se- 
quenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

. < 

Wie vorstehend ausgefOhrt erfolgt die Erhohung oder Verursachung der Ketolase- 
Aktivitat gegenQber dem Wildtyp vorzugsweise durch eine ErhShung oder Verursa- 
chung der Genexpresslon eIner Nukleinsaure. kodierend eine Ketolase. enthaltend d.e 
Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitufon, 
insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleftete Sequenz. die eine Ident.tat von 
mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

In einer wetter bevorzugten AusfQhrungsform erfolgt, wie vorstehend ausgefuhrt. die 
Erh6hung oder Verursachung der Genexpresslon einer Nukleinsaure, kodierend e.ne 
Ketolase. durch Einbringen von Nukleinsauren. kodierend eine Ketolase, .n d.e Pflan- 
zen und damit vorzugsweise durch Oberexpresslon oder transgene Expression von 
Nukleinsauren, kodierend eine Ketolase. enthaltend die Am.nosauresequenz SEQ. ID. 
NO 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution. Insertion oder Deletion von 
Aminosauren abgeleitete Sequenz. die eine Identitat von mindestens 42 % auf Amino- 
saureebene mtt der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 
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Die Erfindung betrifft f erner einen genetisch veranderlen Organismus, enthaltend min- 
destens eine transgene Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase, enthaltend die Amino- 
sauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Inser- 
tion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von min- 
destens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. Dies ist 
der Fall, wenn der Ausgangsorganismus keine Ketolase Oder eine endogen Ketolase 
aufweist und eine transgene Ketolase uberexprimiert wird. 

Die Erfindung betrifft ferner einen genetisch veranderten Organismus, enthaltend min- 
destens zwei endogene NukleinsSuren, kodierend eine Ketolase, enthaltend die Ami- 
nosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 
Insertion oder Deletion yon Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von 
mindestens 42 % auf AmlnosSureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 
Dies ist der Fall, wenn der Ausgangsorganismus eine endogen Ketolase aufweist und 
die endogene Ketolase Qberexprimiert wird. 

Besonders bevorzugte, genetisch veranderte Organismen weisen, wie vorstehend er- 
wahnt, zusatzlich eine erhohte Hydroxlase-Aktivitat und/oder p-Cyclase-Aktivitat ge- 
genQber einem Wildtyporganismus auf. Welter bevorzugte Ausf uhrungsformen sind 
vorstehend im erfindungsgemaBen Verfahren beschrieben. 

Unter Organismen werden erfindungsgemaQ vorzugsweise Organismen verstanden, 
die als Wildtyp- oder Ausgangsorganismen natQrllchenA^eise oder durch genetische 
Komplementierung und/oder Umregulierung der Stoffwechselwege In der.Lage sind. 
Carotinoide, insbesondere p-Carotin und/oder Zeaxanthin und/oder Neoxanthin 
und/oder VIolaxanthin und/oder Lutein herzustellen. 

Weiter bevorzugte Organismen weisen als Wildtyp- oder Ausgangsorganismen bereits 
eine Hydroxylase-Aktivitat auf und sind somit als Wildtyp- oder Ausgangsorganismen in 
der Lage, Zeaxanthin herzustellen. 

Bevorzugte Organismen sind Pflanzen oder Mikroorganismen, wie beispielsweise Bak- 
terien, Hefen, Algen oder Pilze. 

Als Bakterien konnen sowohl Bakterien verwendet werden, die aufgrund des Einbrin- 
gens von Genen der Carotinoidbiosynthese eines Carotinoid-produzierenden Organis- 
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mus in der Lage sind, Xanthophylle zu synthetisieren, wie beispielsweise Bakterien der 
Gattung Escherichia, die beispielsweise crt-Gene aus Erwinia enthalten, als auch Bak- 
terien, die von sich aus in der Lage sind, Xanthophylle zu synthetisieren wie beispiels- 
weise Bakterien der Gattung Erwinia, Agrobacterium, Flavobacterium, Alcaligenes, 
5 Paracoccus, Nostoc oder Cyanobakterien der Gattung Synechocystis, 

Bevorzugte Bakterien sind Escherichia coli, Erwinia herblcola, Erwinia uredovora, 
Agrobacterium aurantiacum, Alcallgenes sp. PC-1, Flavobacterium sp. strain R1534, 
das Gyanobacterium Synechocystis sp. PCC6803, Paracoccus marcusii o6ex Paracoc- 
10 cus carotinifaciens. 

Bevorzugte Hefen sind Candida, Saccharomyces, Hansenula, Pichia oder Phaffia. Be- 
" sonders bevorzugte Hefen sind Xanthophyllomyces dendrorhous oder Phaffia rhodo- 
zyma. 

15 

Bevorzugte Pilze sind Aspergiiius, Trichoderma, Ashbya, Neurospora, Blat<esiea, Phy- 
comyces, Fusarium oder weitere in Indian Chem. Engr. Section B. Vol. 37, No. 1 , 2 
(1995) auf Seite 15, Tabelle 6 beschriebene Pilze. 

. c 

20 Bevorzugte Algen sind GrOnalgen, wie beispielsweise Algen der Gattung Haematococ-. 
cus, Phaedactylum tricomatum, Voivox oder Dunaliella. Besonders bevorzugte Algen 
sind Haematococcus puvialis oder Dunaliella bardawil. 

Weitere brauchbare Mikroorganismen und deren Herstellung zur Durchfuhrung des 
erfindungsgemaBen Verfahrens sind beispielsweise aus der DE-A-199 16 140 bekannt, 
worauf hiermit Bezug genommen wird. 

Besonders bevorzugte Pflanzen sind Pflanzen ausgewahit aus den Familien Ranuncu- 
laceae, Berberidaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, Una- 
30 ceae, Vitaceae, Brassicaceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Caryophyllaceae, Ama- 
ranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprifoliaceae, Oleaceae, Tropaeolaceae, 
Solanaceae, Scrophulariaceae, Asteraceae, Liliaceae, Amaryltidaceae, Poaceae, Or- 
chidaceae, Malvaceae, liliaceae oder Lamiaceae. 

35 Ganz besonders bevorzugte Pflanzen sind ausgewahit aus der Gruppe der Pflanzen- 
gattungen Marigold, Tagetes errecta, Tagetes patula, Acacia, Aconitum, Adonis, Ami- 
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ca, Aquilegia, Aster, Astragalus, Bignohia, Caler)dula, Caltha, Campanula, Canna, 
Centaurea, Cheiranthus, Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbita, Cytisus, 
Delonia, Delphinium, Dianthus, Dimorphotheca, Doronicum, Eschscholtzia, Forsythia, 
Fremontia, Gazania, Gelsemium, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, Gre- 
5 vlllea, Helenium, Helianthus, Hepatica, Heracleum, Hisbiscus, Heliopsis, Hypericum, 
Hypochoeris, Impatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leontodon, LIU- 
um, Unum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, Medicago, Mimulus, Narcissus, 
Oenothera, Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentilla, Pyracantha, 
Ranunculus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Silphium, Sinapsis, 
10 Sorbus, Spartium, Tecoma, Torenia, Tragopogon, Trollius, Tropaeolum, Tulipa, Tussi- 
lago, Ulex, Viola Oder Zinnia, besonders bevorzugt ausgewahit aus der Qruppe der 
^ Pflanzengattungen Marigold, Tagetes erecta, Tagetes patula, Lycopersicon, Rosa,' 
^ Calendula, Physalis, Medicago, Helianthus, Chrysanthemum, Aster, Tulipa, Narcissus, 
Petunia, Geranium, Tropaeolum Oder Adonis. 

15 

Ganz besonders bevorzugte genetisch veranderte Pflanzen slnd ausgewShlt aus den 
Pflanzengattungen Marigold, Tagetes erecta, Tagetes patula, Adonis, Lycopersicon; 
Rosa, Calendula, Physalis, Medicago, Helianthus, Chrysanthemum, Aster, Tulipa, Nar- 
cissus, Petunia, Geranium Oder Tropaeolum, wobei die genetisch verSnderte Pflanze 
20 mindestens eine transgene Nuklelnsaure, kodierend eine Ketolase, enthSIt 

Die transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut, sowie deren RIanzenzellen, - 
gewebe oder -telle, Insbesondere deren FrQchte, Samen, Bluten und Blutenblatter 
sind ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung* 

Die genetisch veranderten Pflanzen konnen, wie vorstehend beschrieben, zur Herstel- 
lung von Ketocarotlnoiden, insbesondere Astaxanthin verwendet werden. 

Von Menschen und Tieren verzehrbare erfindungsgemaBe, genetisch veranderte Or- 
30 ganismen, insbesondere Pflanzen oder Pflanzenteile, wie insbesondere Blutenblatter 
mit erhohtem Gehalt an Ketocarotlnoiden, insbesondere Astaxanthin konnen auch bei- 
spielsweise direkt oder nach an sich bekannter Prozessierung als Nahrungsmittel oder 
Futtermittel Oder als Futter- und Nahrungserganzungsmittel verwendet werden. 
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Ferner konnen die genetisch veranderten Organismen zur Herstellung von Ketocaroti- 
noid-haltigen Extrakten der Organismen und/oder zur Herstellung von Futter- und Nah- 
rungserganzungsmitteln verwendet werden. 

Die genetisch veranderten Organismen weisen im Vergleich zum Wildtyp einen erhoh- 
ten Gehalt an Ketocarotinoiden auf. 

Unter einem erhohten Gehalt an Ketocarotinoiden wird in der Regel ein erhohter Ge- 
halt an Gesamt-Ketocarotinold verstanden. 

Unter einem erhohten Gehalt an Ketocarotinoiden wird aber auch insbesondere ein 
veranderter Gehalt der bevorzugten Ketocarotinoide verstanden, ohne dass zwangs- 
laufig der Gesamt-Carotinoidgehalt erhSht sein muss. 

In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsfonm weisen die erfindungsgemaBen, ge- 
netisch veranderten RIanzen im Vergleich zum Wildtyp einen erhohten Gehalt an 
Astaxanthin auf. 

Unter einem erhohten Gehalt wird In diesem Fall auch ein verursachter Gehalt an Ke- 
tocarolinoiden, bzw. Astaxanthin verstanden. 

Die Erfindung betrifft ferner die neuen Ketolasen sowie die neuen Nukleinsauren, die 
dtese kodieren. 

Insbesondere betrifft die Erfindung Ketolasen, enthaltend die AminosSuresequenz 
SEQ. ID. NO. 8 Oder eine yon dieser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Dele- 
tion von AminosSuren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 70 %, 
vorzugsweise mindestens 75%, besonders bevorzugt mindestens 80%, bevorzugter 
mindestens 85%, bevorzugter mindestens 90%, bevorzugter mindestens 95% auf Ami- 
nosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 8 aufweist, mit der MaBgabe, dass die 
Aminosauresequenzen SEQ ID NO: 4 nicht enthalten ist. Die Sequenz SEQ ID NO: 4 
ist, wie vorstehend erwahnt, als putatives Protein In Datenbanken annotiert. 

Ferner betrifft die Erfindung Ketolasen, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. 
NO. 6 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Deletion von 
AmlnosSuren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 70 % auf Amino- 
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saureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 6 aufweist. Die Sequenz SEQ ID NO: 6 ist, 
wie vorstehend erwahnt, in Datenbanken nicht annotiert. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung Ketolasen, enthaltend die Aml- 
5 nosauresequenz SEQ. ID. NO. 12 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 
Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine IdentitSt von 
mindestens 70 %, vorzugsweise mindestens 75%, besonders bevorzugt mindestens 
80%, bevorzugter mindestens 85%, bevorzugter mindestens 90%, bevorzugter min- 
destens 95% auf Aminosaureebene mIt der Sequenz SEQ. ID. NO. 12 aufweist, mit der 
10 MaBgabe, dass die Aminosauresequenzen SEQ ID NO: 6 nicht enthalten ist. 

Ferner betrifft die Erfindung Ketolasen, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. 

^ NO. 49 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Deletion von 
Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 50 %, vorzugs- 

15 weise mindestens 60%, besonders bevorzugt mindestens 70%, bevorzugter mindes- 
tens 80%, bevorzugter mindestens 90%, bevorzugter mindestens 95% auf Aminosau- 
reebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 49 aufweist, mit der MaBgabe, dass die Ami- 
nosauresequenzen SEQ ID NO: 47 nicht enthalten ist. Die Sequenz SEQ ID NO: 47 ist, 
wie vorstehend erwahnt, als putatives Protein in Datenbanken annotiert. 

20 

Die Erfindung betrifft ferner Nukleinsauren, kodierend ein vorstehend beschriebenes 
Protein, mit der MaBgabe, dass die Nukleinsaure nicht die Sequenz SEQ ID NO: 5 
enthalt. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass ein Protein enthaltend die Aminosaure- 
sequenz SEQ. ID. NO. 4 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion 
Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 
70 %, vorzugsweise mindestens 75%, besonders bevorzugt mindestens 80%, bevor- 
zugter mindestens 85%, bevorzugter mindestens 90%, bevorzugter mindestens 95% 
auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 4 und die Eigenschaft einer Ke- 
tolase aufweist, eine Eigenschaft als Ketolase aufweist. 

Die Erfindung betrifft daher auch die Verwendung eines Proteins, enthaltend die Ami- 
nosauresequenz SEQ. ID. NO. 4 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 
35 Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von 
mindestens 70 %, vorzugsweise mindestens 75%, besonders bevorzugt mindestens 
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80%, bevorzugter mindestens 85%, bevorzugter mindestens 90%, bevorzugter 
mindestens 95% auf AminosSureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 4 und die 
Eigenschaft einer Ketolase aufweist, als Ketolase. 

5 Ferner wurde Oberraschenderweise gefunden, dass ein Protein enthaltend die Amino- 
sauresequenz SEQ. ID. NO. 6 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Inser- 
tion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von min- 
destens 65%, vorzugsweise mindestens 70 %, vorzugsweise mindestens 75%, beson- 
ders bevorzugt mindestens 80%, bevorzugter mindestens 85%, bevorzugter mindes- 
1 0 tens 90%, bevorzugter mindestens 95% auf AminosSureebene mit der Sequenz SEQ. 
ID. NO. 6 und die Eigenschaft einer Ketolase aufweist, eine Egenschaft als Ketolase 
aufweist. 

Die Erfindung betrifft daher auch die Verwendung eines Proteins, entlialtend die Ami- 
15 nosauresequenz SEQ. ID. NO. 6 oder eine von dieser Sequenz durcli Substitution, 
Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von 
mindestens 65%, vorzugsweise mindestens 70 %, vorzugsweise mindestens 75%, 
besonders bevorzugt mindestens 80%, bevorzugter mindestens 85%, bevorzugter 
mindestens 90%, bevorzugter mindestens 95%auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
20 SEQ. ID. NO, 6 und die Eigenschaft einer Ketolase aufweist, als Ketolase. 

Ferner wurde Oberraschenderweise gefunden, dass ein Protein enthaltend die Amino- 
sauresequenz SEQ, ID. NO. 47 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, In- 
sertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von 
IP mindestens 50%, vorzugsweise mindestens 60 %, vorzugsweise mindestens 70%, 
besonders bevorzugt mindestens 80%, bevorzugter mindestens 85%, bevorzugter 
mindestens 90%, bevorzugter mindestens 95% auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
SEQ. ID. NO. 47 und die Eigenschaft einer Ketolase aufweist, eine Egenschaft als Ke- 
tolase aufweist. 

30 

Die Erfindung betrifft daher auch die Venvendung eines Proteins, enthaltend die Ami- 
nosauresequenz SEQ. ID. NO. 47 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 
Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von 
mindestens 50%, vorzugsweise mindestens 60 %, vorzugsweise mindestens 70%, 
35 besonders bevorzugt mindestens 80%, bevorzugter mindestens 85%. bevorzugter 
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mindestens 90%. bevorzugter mindestens 95%auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
SEQ. ID. NO. 47 und die Eigenschaft einer Ketolase aufweist. als Ketolase. 

im Vergleich zu den Verfahren des Standes der Technik, liefert das erlindungsgemaBe 
Verfahren eine hohere Menge an Ketocarotinoide. insbesondere Astaxanthin mit einer 
geringeren Menge an hydroxyiierten NebenproduI<ten. 

Die Erfindung wird durch die nun foigenden Beispiele eriautert. ist aber nicht auf diese 
besclnranl<t: 

Allgemeine Experimentelle Bedingungen: 
Sequenzanalyse rekombinanter DNA 

Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekule erfolgte mit einem Laserfluoreszenz- 
DNA-Sequenzlerer der Firma Licor (Vertrleb durch MWG Biotech. Ebersbach) nach der 
Methode von Sanger (Sanger et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977). 5463-5467). 

Beispiel 1 : 

Ampliflkation einer DNA. die die gesamte Primarsequenz der NOST-Ketolase aus 
20 Nostocsp. PCC 7120 cod\ert 

Die DNA, die fur die NOST-Ketolase aus Nostoc sp. PCC 7120 kodiert. wurde mittels 
PGR aus Nostoc sp. PCC 7120 (Stamm der "Pasteur Culture Collection of Cyanobac- 
terium") amplifiziert. 

^ Fur die Praparatlon von genomischer DNA aus einer Suspensionskultur von Nostoc sp. 
PCC 7120, die 1 Woche mit Dauerlicht und konstantem SchQtteIn (150 rpm) at 25°C in 
BG 1 7-Medium (1 .5 g/l NaN03. 0.04 g/l K2P04x3H20. 0.075 g/l MgS04xH20. 0.036 
g/l CaC12x2H20. 0.006 g/l citric acid. 0.006 g/l Ferric ammonium citrate, 0.001 g/l ED- 
30 TA disodium magnesium, 0.04 g/l Na2C03, 1 ml trace metal mix A5+Co (2.86 g/l 

H3B03. 1 .81 g/l MnC12x4H2o. 0.222 g/l ZnSO4x7H2o.0.39 g/l NaMo04X2H2o. 0.079 
g/l CuS04x5H20. 0.0494 g/l Co(N03)2x6H20) gewachsen war. wurden die Zellen 
durch Zentrifugation geerntet. in flussigem Stickstoff eingefroren und im Morser pulve- 
risiert. 

35 
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Protokoll fur DNA Isolation aus Nostoc PCC7120: 

Aus einer 10 ml Flussigkultur wurden die Bakterienzellen durch lOminOtige Zentrifuga- 
tion bei 8 000 rpm pelletiert. AnschlieBend wurden die Bakterienzellen in flQsslgem 
Stickstoff mit einem Morser zerstoBen und gemahlen. Das Zellmaterial wurde in 1 ml 
lOmM Tris HCI (pH 7.5) resuspendiert und in ein Eppendorf ReaktionsgefaB (2ml Vo- 
lumen) uberfOhrt. Nach Zugabe von 100 pi Proteinase K (Konzentration: 20 mg/ml) 
wurde die Zellsuspension fur 3 Stunden bei 37''C inkubiert. AnschlieBend wurde die 
Suspension mit 500 pi Phenol extrahiert. Nach 5minutiger Zentrifugation bei 13 000 
upm wurde die obere, wSssrige Phase in ein neues 2 ml-Eppendorf ReaktionsgefSB 
Qberfiihrt. Die Extraktion mit Phenol wurde 3mal wiederholt. Die DNA wurde durch Zu- 
gabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5.2) und 0.6 Volumen Isopropanol ge- 
fallt und anschlieBend mit 70% Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde bei Raum- 
temperatur getrocknet, in 25 pi Wasser aufgenommen und unter Erhltzung auf 65**C 
gelost 

Die Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase aus Nostoc PCC 7120, wurde mittels "po- 
lymerase chain reaction" (PGR) aus Nostoc sp. PCC 7120 unter Venwendung eines 
sense-spezifischen Primers (NOSTF, SEQ ID No. 19) und eines antisense- 
spezifischen Primers (NOSTG SEQ ID No. 20) ampllflziert. 

Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PGR zur Amplifikation der DNA, die fur ein Ketolase Protein bestehend aus der 
gesamten Primarsequenz kodiert, erfolgte in einem 50 ul Reaktionsansatz, in dem ent- 
halten war: 

1 ul einer Nostoc sp. PCC 7120 DNA (hergestellt wie oben beschrieben) 
0.25 mM dNTPs 

0.2 mM NOSTF (SEQ ID No. 19) 
0.2 mM NOSTG (SEQ ID No. 20) 
5 ul 1 0X PGR-Puff er (TAKARA) 
0.25 ul R Taq Polymerase (TAKARA) 
25.8 ul Aq. Dest. 

Die PGR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt: 
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IX 94''C 2 Minuten 
35X 94°C 1 Minute 

55°C 1 Minuten 

72°C 3 Minuten 
IX 72''C 10 Minuten 

Die PCR-Amplifii<ation mit SEQ ID No. 19 und SEQ ID No. 20 resultierte in einem 805 
Bp-Fragment, das fur ein Protein bestehend aus der gesamten Primarsequenz Itodiert 
(SEQ ID No, 21). Unter Venwendung von Standardmethoden wurde das Amplifil<at in 
den PCR-Klonierungsvel<tor pGEM-T (Promega) Woniert und der Klon pNOSTF-G er- 
halten. 

Sequenzierung des Klons pNOSTF-G mit dem M13F- und dem M13R-Primer bestatig- 
te eine Sequenz, welclie mit der DNA-Sequenz von 88,886-89,662 des Datenbanl<ein- 
trages AP003592 identisch ist. Diese Nul<leotidsequenz wurde In einem unabhSngigem 
Ampllfikationsexperiment reproduzlert und reprSsentiert somit die Nul<leotidseguen2 Im 
verwendeten Nostoc sp. PCC 7120. 

Dieser Klon pNOSTF-G wurde daher fur die Klonierung in den Expressionsvektor 
PJIT117 (Guerineau et al. 1988, Nucl. Acids Res. 16: 11380) venwendet. Die Klonie- 
rung erfolgte durcli Isollerung des 799 Bp Sphl-Fragmentes aus pNOSTF-G und Ligie- 
rung in den SphI geschnittenen Vektdr pJIT117. Der Klon, der die Ketolase von Nostoc 
sp. PCC 7120 \n der korrekten Orlentierung als N-terminale translationale Fusion mit 
dem rbcS Transitpeptid enthdit, heisst pJNOST. 

Beispiel 2: 

Konstrukllon des Plasmides pMCL-CrlYIBZ/idi/gps fOr die Synthese von Zeaxantliin in 
E. coli 

Die Konstruktion von pMCL-CrtYIBZ/idi/gps erfolgte in drei Schritten Ober die Zwi- 
schenstufen pMCL-CrtYIBZ und pMCL-CrtYIBZ/idi. Als Vektor wurde das mit higli- 
copy-number Vektoren kompatible Plasmid pMCL200 verwendet (Nakano, Y., Yoshida, 
Y., Yamashita, Y. und Koga, T.; Construction of a series of pACYC-derived plasmid 
vectors: Gene 1 62 (1 995), 157-158). 
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Beispiel 2.1.: Konstruktion von pMCL-CrtYIBZ 

Die Biosynthesegene crtY, crtB, crti und crtZ entstammen dem Bakterium Erwinia ure- 
dovora und wurden mittels PGR amplifiziert. Genomische DNA von Erwinia uredovora 
(DSM 30080)wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkutu- 
ren (DSMZ. Braunschweig) innerhalb eines Service-Dienstes prapaiiert. Die PGR- 
Reaktion wurde entsprechend den Angaben des Hersteliers durchgefQhrt (Roche. Long 
Template PGR: Procedure for amplification of 5-20 kb targets with the expand long 
template PGR system). Die PGR-Bedingungen fur die Amplifikation des Biosynthesec- 
lusters von Erwinia uredovora waren die folgenden: 

Master Mix 1 : 



9 - 1.75 ul dNTPs (Endkonzentration 350 nM) 

0.3 ^M Primer Grti (SEQ ID No. 22) 
1 5 - 0.3 ]M Primer Grt2 (SEQ ID No. 23) 

250 - 500 ng genomische DNA von DSM 30080 
Aq. Dest. bis zu einem Gesamtvolumen von 50 ^il 



20 



Master Mix 2: 



5 ul lOx PGR Puffer 1 (Endkonzentration 1x, mit 1 .75 mM Mg2+) 
1 0x PGR Puffer 2 (Endkonzentration 1 x, mit 2.25 mM Mg2+) 
1 0x PGR Puffer 3 (Endkonzentration 1x. mit 2.25 mM Mg2+) 
0.75 ui Expand Long Template Enzyme Mix (Endkonzentration 2.6 Units) 
Aq. Dest. bis zu einem Gesamtvolumen voh 50 jxl 

Die beiden AnsStze "Master Mix 1" und "Master Mix 2" wurden zusammenpipetiert. Die 
PGR wurde in einem Gesamtvolumen von 50 u! unter folgenden Zyklusbedingungen 
durchgefuhrt: 

30 

1X 94''C 2 Minuten 
SOX 94°C 30 Sekunden 

58''G 1 Minute 

68°G 4 Minuten 
35 IX 72°G 10 Minuten 
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Die PCR-Amplifikation mit SEQ ID No. 22 und SEQ ID No. 23 resultierte In einem 
Fragment (SEQ ID NO: 24), das fur die Gene CrtV (Protein: SEQ ID NO: 25), CrtI (Pro- 
tein: SEQ ID NO: 26), crtB (Protein: SEQ ID NO: 27) und CrtZ(iDNA) kodiert. Unter 
Venwendung von Standardmethoden wurde das Amplifikat in den PCR- 
Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert und der Klon pCR2.1-CrtYIBZ erhalten. 

Das Plasmid pCR2.1-CrtYIBZ wurde Sail und HIndlll geschnitten, das resultierende 
Sall/Hlndlll-Fragmem isollert und durch Ligierung in den Sall/Hindlll geschnittenen 
Vektor pMCL200 transferlert. Das In pMCL 200 klonierte Sall/Hlndlll Fragment aus 
pCR2.1-GrtYIBZ ist 4624 Bp lang, kodiert fOr die Gene CrtY, CrtI, crtB und CrtZ und 
entspricht der Sequenz von Position 2295 bis 6918 in D90087 (SEQ ID No. 24). Der 
resultierende Klon helsst pMCL-CrtYIBZ. 

Beisplel 2.2.: Konstruktion von pMCL-CrtYIBZ/ldi 

Das Gen idi (Isopentenyldlphosphat-lsomerase; IPP-lsomerase) wurde aus E. coli mlt- 
tels PGR ampliflziert. Die Nuklelnsaure, kodierend das gesarnte /d/Gen mit idh 
Promotor und RIbosomenblndestelle, wurde aus E. coli mittels "polymerase chain reac- 
tion" (PGR) unter Venwendung eines sense-spezlflschen Primers (5'-ldl SEQ ID No. 28) 
und eInes antlsense-spezlflschen Primers (3'-ldi SEQ ID No. 29) ampliflziert. 

Die PGR-Bedlngungen waren die folgenden: 

Die PGR zur Amplifikatlon der DNA erfolgte in einem 50 ^1 Reaktlonsansatz, in dem 
enthalten war: 

i ul einer E. CO// TOP10- Suspension 

0.25mMdNTPs 

0.2 mM 5'-ldi (SEQ ID No. 28) 

0.2 mM 3'-ldl (SEQ ID No, 29) 

5ul 10XPGR-Puffer(TAKARA) 

0.25 ul R Taq Polymerase (TAKARA) 

28.8 ul Aq. Dest 

Die PGR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefiihrt: 
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1X QA'C 2 Minuten 
20X 94*'C 1 Minute 

62 °C1 Minute 

72*'C 1 Minute 
IX 72''C 10 Minuten 



Die PCR-Amplifikation mit SEQ ID No. 28 und SEQ ID No. 29 resultierte in einem 679 
Bp-Fragment, das fur ein Protein bestetiend aus der gesamten Primarsequenz kodiert 
(SEQ ID No. 30). Unter Verwendung von Standardmethoden wurde das Amplifikat in 
den PCR-Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert und der Klon pCR2.1-idi er- 
halten. 

Sequenzierung des Klons pCR2.1-idl bestatigte eine Sequenz. die sich nicht von der 
publizierten Sequenz AE000372 in Position 8774 bis Position 9440 unterscheidet. Die- 
se Region umfaBt die Promotor-Region, die potentielie Ribosomenbindestelle und den 
gesamten "open reading frame" fur die IPP-lsomerase. Das in pCR2.1-ldi klonierte 
Fragment hat durch das Einfugen einer Xhol-Schnittstelle am 5'-Ende und ein^ Sall- 
Schnittstelle am 3'-Ende des idhGens eine Gesamtlange von 679 Bp. 

Dieser Klon wurde daher fur die Klonierung des /cff-Gens in den Vektor pMCL-CrtYIBZ 
venwendet. Die Klonierung erfolgte durch IsoHerung des Xhol/Sall-Fragmentes aus 
pCR2.1-idi und Ligierung in den Xhol/Sall geschnittenen Vektor pMCL-CrtYIBZ. Der 
resultierende Klon heisst pMCL-CrtYISZTidi. 

Beispiel 2.3.: Konstruktlon von pMCL-CrtYIBZ/ldi/gps 

Das Gen gps (Geranylgeranylpyrophosphat-Synthase; ; GGPP-Synthase) wurde aus 
Archaeoglobus fulgidus m\\Xe\s PCR ampHfiziert. Die Nukleinsaure. kodierend gps aus 
Archaeoglobus fulgidus, wurde mittels "polymerase chain reaction" (PCR) unter Ver- 
wendung eines sense-spezifischen Primers (5'-gps SEQ ID No. 32) und eines antl- 
sense-speziflschen Primers (3'-gps SEQ ID No. 33) ampHfiziert. 

Die DNA von Archaeoglobus fulgidus wirde von der Deutschen Sammlung von Mlkro- 
organismen und Zellkulturen (DSMZ. Braunschweig) innerhalb eines Service-Dienstes 
prapariert. Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 
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Die PGR zur Ampliflkation der DNA, die fQr ein GGPP-Synthase Protein besteliend aus 
der gesamten Primarsequenz l<odiert, erfolgte in einem 50 )xl Reaktionsansatz, in dem 
enthalten war: 



1 ui e\r\er Archaeoglobus fulgidu^DH/K 

0.25 mM dNTPs 

0.2 mM 5'-gps (SEQ ID No. 32) 

0.2 mM 3'-gps (SEQ ID No. 33) 

5ul 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

0.25 ul R Taq Polymerase (TAKARA) 

28.8 ui Aq. Dest. 

Die PGR wurde unter foigenden Zyklusbedlngungen durchgefuhrt: 

IX 94»C2Minuten 
20X 94''C 1 Minute 

56*G 1 Minute y 

72'C 1 Minute 
IX 72°G lOMinuten 

Das mittels PGR und den Prlmern SEQ ID No. 32 und SEQ ID No. 33 amplifizierte 
DMA-Fragment wurde mit an sich bekannten Methoden aus dem Agarosegel eluiert 
und mit den Restriktionsenzymen Ncol und Hindlll geschnitten. Daraus resultlert ein 
962 Bp-Fragment, das fQr ein Protein bestehend aus der gesamten Primarsequenz 
kodiert (SEQ ID No. 34). Unter Venwendung von Standardmethoden wurde das 
Ncol/Hlndlll geschnltlene Ampllfikat In den Vektor pCB97-30 kloniert und der Klon 
pCB-gps erhaiten. 



Sequenzierung des Klons pCB-gps bestatigte eine Sequenzfur die GGPP-Syntlnase 
aus A. fuJgidus, die sich von der publizlerten Sequenz AF1 20272 in einem Nukleotid 
untersclieidet. Durcli das EinfQgen einer Ncol-Schnlttstelle im gps-Gen wurde das 
zweite Kodon der GGPP-Synthase verandert. In der publizlerten Sequenz AF1 20272 
kodiert CTG (Position 4-6) fiir Leucin. Durch die Amplifikation mit den beiden Prlmern 
SEQ ID No. 32 und SEQ ID No. 33 wurde dieses zweite Kodon in GTG verandert, wel- 
ches fOr Valin kodiert. 
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Der Klon pCB-gps wurde daher fur die Klonierung des gps-Gens in den Vel<tor pIVlCL- 
CrtYIBZ/idi venwendet. Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des Kpnl/Xhol- 
Fragmentes aus pCB-gps und Ligierung in den Kpnl und Xhol geschnittenen Vektor 
pIVlCL-CrtYIBZ/idi. Das Wonierte Kpnl/Xhol-Fragment (SEQ ID No. 34) tragt den 
5 Prrnl 6-Promotor zusammen mit einer minimalen 5'-UTR-Sequenz von rbcL, den ers- 
ten 6 Kodons von rbcL, die die GGPP-Synthase N-terminal veriangern, und 3' vonn 
gps-Gen die psbA-Sequenz. Der N-Terminus der GGPP-Synthase hat somit anstelle 
der natOrlichen Aminosaure-Abfolge mit Met-Leu-Lys-Glu (Aminosaure 1 bis 4 aus 
API 20272) die veranderte Aminosaure-Abfolge Met-Thr-Pro-Gln-Thr-Ala-Met-Val-Lys- 

10 Glu. Daraus resultiert, dass die rel<ombinante GGPP-Synthase, beginnend mit Lys in 
Position 3 (in API 20272) identisch ist und keine weiteren Anderungen in der Amino- 
sauresequenz aufweist. Die rbcL- und psbA-Sequenzen wurden gemaB einer Referenz 

© nach EibI et a!. (Plant J. 19. (1 999), 1-13) venwendet. Der resultierende Klon heisst 
pMCL-CrtYIBZ/idi/gps. 

15 

Beispiel 3: 

Biotransformation von Zeaxanthin In rel<ombinanten E. coli-Stammen 

/ ■ 

Zur Zeaxanthin-Biotransformation \wurden rel<ombinante E. co/AStamme hergestellt, 
20 welche durch heterologe Komplementation zur Zeaxanthin-Produktion befahigt sind. 
Stamme von E. co// TOP10 wurden als Wirtszellen fur die Komplementations- 
Experimente mit den Plasmiden pNOSTF-G und pMCL-CrtYIBZ/idi/gps venwendet. 

Um E. co/AStamme herzustellen, die die Synthese von Zeaxanthin in hoher Konzentra- 
^ tlon ermoglichen, wurde das Plasmid pMCL-CrtYIBZ/idj/gps konstaiiert. Das Plasmid 
trSgt die Bioynthesegene crtY, crtB, crti und crtY von Erwinia uredovora, das Gen gps 
(fur Geranylgeranylpyrophoshat-Synthastase) aus Archaeoglobus fulgidus und das 
Gen idi (Isopentenyldiphosphat-lsomerase) aus E. coli. Mit diesem Konstrukt wurden 
limitierende Schrltte fQr eine hohe Akkumulatlon von Carotinolden und deren bio- 
30 synthtischen Vorstufen beseitigt. Dies wurde zuvor von Wang et al. in ahnlicher Weise 
mit mehreren Plasmiden beschrieben (Wang, C.-W., Oh, M.-K. und Liao, J.C.; Engi- 
neered isoprenoid pathway enhances astaxanthin production in Escherichia coli, Bio- 
technology and Bioengineering 62 (1999), 235-241). 
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Kulturen von E.C0//TOPIO wurden in ah sich bekannter Weise mitden beiden Plasmi- 
den pNOSTF-G und pMCL-CrtYIBZ/idi/gps transformiert und in LB-Medium bei 30»C 
bzw. 37°C Ober Nacht kultiviert. Ampicillin (50 ^g/ml). Chloramphenicol (50 \iglm\) und 
isopropyl-p-thlogalactosid (1 mmol) wurden in an sIch ubiicher Weise ebenfalls uber 
5 Nacht zugegeben. 

Zur Isolierung der Carotinolde aus den rekombinanten Stammen wurden die Zellen mit 
Aceton extrahiert. das organische Losungsmittel zur Trockne eingedampft und die Ca- 
rotinolde mittels HPLC uber eine C30-Saule aufgetrennt. Folgende Verfahrensbedin- 
10 gungen wurden eingestellt. 

Trennsaule: Prontosil C30-Saule. 250 x 4,6 mm, (Bischoff. Leonberg) 
9 Flussrate: 1.0ml/min 

Eluenten: Laufmittel A- 100% Methanol 
1 5 Laufmittel B - 80% Methanol, 0.2% Ammonlumacetat 

Laufmittel C - 100% t-Butyl-methylether 



Zeit 


Flussrate 


% Laufmittel A 


% Laufmittel B 


% Laufmittel C 


1.00 


1.0 


95.0 


5.0 


0 


1.05 


1.0 


80.0 


5.0 


15.0 


14.00 


1.0 


42.0 


5.0 


53.0 


14.05 


1.0 


95.0 


5.0 


0 


17.00 


1.0 


95.0 


5.0 


0 


18.00 


1.0 


95.0 


5.0 


0 



20 



Detektion: 300 - 500 nm 



Die Spektren wurden direkt &us den Elutlonspeaks unter Venwendung eines Photodio- 
denarraydetektors bestlmmt. Die Isollerten Substanzen wurden uber ihre Absorptions- 
25 spektren und ihre Retentlonszeiten im Vergleich zu Standardproben identlflzlert. 

Abblldung 1 zelgt die chromatographlsche Analyse einer Probe erhalten aus einem mit 
pNOSTF-G und pMCL-CrtYlBZ/ldi/gps transformlerten E. co//-Stamm. Es zelgt sich, 
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daB dieser Stamm aufgrund der heterologen Komplementation verschiedene Ketocaro- 
tinoide synthetisieren kann. Mit zunehmender Retentionszeit warden Astaxanthin 
(Peak 1), Adonlrubin (Peak 2) und Canthaxanthin (Peak 3) eluiert, 

Belspiel 3.1 
Vergleichsbeispiel 

Analog zu den vorhergehenden Beispieien wurde als Vergleichsbeispiel ein Ecolh 
Stamm hergestellt, der eine Ketolase aus Haematococcus pluvialls Flotow em. Wille 
exprimiert. Dazu wurde die cDNA die fur die gesamte Primarsequenz der Ketolase aus 
Haematococcus pluvialis Flotow em. Wille codiert amplifiziert und gemSB Bei'spiel 1 in 
den gleichen Expressionsvektor kloniert. . 

Die cDNA, die fur die Ketolase aus Haematococcus pluvialis codiert, yvurde mittels 
PGR aus Haematococcus pluvialis (Stamm 192.80 der "Sammlung von Algenkulturen 
der Universitat G6ttingen")Suspensionskultur amplifiziert. Fur die PrSparation von To- 
tal- RN A aus einer Suspensionskultur von Haematococcus pluvialis (Stamm 192.80^ 
die 2 Wochen mit Indirektem Tageslicht bei Raumteinnperatur In Haematococcijs- Me- 
dium (1.2 g/l Natriumacetat, 2 g/l Hefeextrakt, 0.2 g/l MgCl2x6H20, 0.02 CaCI2x2H20; 
pH 6.8; nach Autoklavieren Zugabe von 400 mg/l L-Asparagin, 10 mg/l FeS04xH20) 
gewachsen war, wurden die Zellen geemtet, in flQssigem Stickstoff eingefroren und im 
Morser pulverisiert. AnschlieBend wurden 100 mg der gefrorenen, pulverisierten Al- 
genzelien in ein ReaktionsgefaS uberfuhrt und in 0,8 ml Trizol-Puffer (LifeTechnolo- 
gies) aufgenommen. Die Suspension wurde mit 0.2 ml Chloroform extrahiert. Nach 15 
minutiger Zentrifugation bei 12 000 g wurde der wassrige Uberstand abgenommen und 
in ein neues ReaktionsgefaB uberfuhrt und mit einem Volumen Ethanol extrahiert. Die 
RNA wurde mit einem Volumen Isopropanol gefaliti mit 75% Ethanol gewaschen und 
das Pellet in DEPC Wasser (uber Nacht Inkubation von Wasser mit 1/1000 Volumen 
Diethylpyrocarbonat bei Raumtemperatur, anschlieBend autoklaviert) gelost. Die RNA- 
Konzentration wurde photometrlsch bestimmt. 

Fur die cDNA-Synthese wurden 2.5 ug Gesamt-RNA fur 10 min bei 60_C denaturiert, 
fur 2 min auf Eis abgekuhit und mittels eines cDNA-Kits (Ready-to-go-you-prime- 
beads, Pharmacia Biotech) nach Herstellerangaben unter Verwehdung eines antisense 
spezifischen Primers PR1 (gcaagctcga cagctacaaa cc) in cDNA umgeschrieben. 
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Die Nukleinsaure codierend eine Ketolase aus Haematococcus pluvialis (Stamm 
192.80) wurde mittels polymerase chain reaction (PGR) aus Haematococcus pluvialis 
unter Verwendung eines sense spezifischen Primers PR2 (gaagcatgca gctagcagcg 
acag) und eines antisense spezifischen Primers PR1 amplifiziert. 

5 

Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PGR zur Amplifikation der cDNA. die fQr ein Ketolase Protein bestehend aus der 
gesamten Primarsequenz codiert. erfolgte in einem 50 ml Reaktionsansatz. in dem 
10 enthalten war: 

. 4 ml einer Haematococcus pluvialis cDNA (hergestellt wie oben beschrieben). 
0.25 mM dNTPs 
0.2 mM PR1 
15 - 0.2mMPR2 

5 ml1 OX PCR-Puffer (TAKARA) 

0.25 mi R Taq Polymerase (TAKARA) ^ 
25.8 ml Aq. Dest. 

20 Die PGR wurde unter lolgenden Zyklusbedingungen durchgefOhrt: 

IX 94_C2Minuten 
35X 94_C 1 Minute 
53_C 2 MInuten 
25 ■ 72_C3Minuten 
1 X 72_C 1 0 Minuten 

Die PGR-Amplifikation mit PR1 und PR2 resultierte in einem 1 155 Bp-Fragment, das 
fur ein Protein bestehend aus der gesamten Primarsequenz codien. 

gaagcatgca gctagcagcg acagtaatgt tggagcagct t^ccggaagc ^=^9^9^=^^ 
tcaaggagaa ggagaaggag gttgcaggca gctctgacgt S^tgcgtaca ^599=9^ 
agtac^dct tccgtcagag gagtcagacg cggcccgccc g^ga^ctg^^^ aactcctggg 240 
agccaccacc ttccgacaca aagggcatca caatggcgct agctgtcatc 93^tcctggg 
35 dcgcagtgtt cctccacgcc atttttcaaa tcaagcttcc a^^^^ccttg 9^=^^?"?^ 360 
actggctgcc cgtgtcagat gccacagctc agctggttag =g9"^=*9= aMaclaSc 420 
aca??gtcgt agtattcttt gtcctggagt tcctgtacac aggccttttt 
atgatgctat gcatggcacc atcgccatga gaaacaggca S^^taatgac ^tcttggg 

40 IS^cSS^ =S IS ^^<£i III 

ibScIS SSJ^SS SaScSc «cSr«c "0 
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10 



780 
840 
900 
960 



tgttcatggc ggccgcgccc atcctgtccg ccttccgctt gttctacttt ggcacgtaca 
tgccccacaa gcctgagcct ggcgccgcgt caggctcttc accagccgtc atgaactggt 
ggaagtcgcg cactagccag gcgtccgacc tggtcagctt tctgacctgc taccacttcg 
acctgcactg ggagcaccac cgctggccct ttgccccctg gtgggagctg cccaactgcc 
gccgcctgtc tggccgaggt ctggttcctg cctagctgga cacactgcag tgggccctgc 1020 
tgccagctgg gcatgcaggt tgtggcagga ctgggtgagg tgaaaagctg caggcgctgc 1080 
tgccggacac gctgcatggg ctaccctgtg tagctgccgc cactagggga gggggtttgt 1140 
agctgtcgag cttgc 

Unter Verwendung von Standardmethoden wurde das Amplifikat in den PCR- 
Klonierungsvektor pGEM-Teasy (Promega) kloniert und der Klon pGKET02 erhalten. 



Sequenzierung des Klons pGKET02 mit dem T7- und dem SP6-Primer bestatigte eine 
1 5 Sequenz, die sich lediglicli in den drei Codons 73, 1 1 4 und 11 9 in je einer Base von 
der publizierten Sequenz X86782 unterscheidet. Diese Nukleotidaustausche wurden in 
einem unabhangigem Amplifikationsexperiment reproduziert und reprasentieren so'mit 
die Nukleotidsequenz \m venwendeten Haematococcus pluvialis Stamm 192.80. 

20 Dieser Klon wurde fur die Klonierung in den unter Beispiel 1 beschriebenen Expressi- 
onsvektor verwendet. Die Klonierung erfolgte analog wie in Beispiel 1 beschrieben. Die 
Transformation der E.coli Stamme, deren Kultivlerung und die Analyse des Caroti- * 
noidprofils erfolgte wie in Beispiel 3 beschrieben. 

25 Abbildung 2 zeigt die chromatographische Analyse einer Probe erhalten aus einem mit 
diesem Expressionsvektor und pMCL-CrtYIBZ/idi/gps transfonmierten E. co/AStamm. 
Unter Venwendung einer Ketolase aus Haematococcus pluvialis, wie beisplelsweise in 
EP 725137 beschrieben, eluieren mit zunehmender Retentionszeit Astaxantiiin {Peak 
1), Adonixanthin (Peak 2) und nicht umgesetztes Zeaxanthin (Peak 3). Dieses Caroti- 

30 noidprofii wurde bereits in EP 0725137 beschrieben. 

Tabelle 1 zeigt einen Vergleich der bakteriell produzierten Carotinoidmengen: 

Tablelle 1: Verglelcli der bakteriellen Ketocarotinoid-Syntinese bei Venwendung zweier 
35 versctiledener Ketolasen, der erfindungsgemaBen NOST-Ketolase aus Nostoc sp. 
PCC7120 (Beispiel 3) und der Ketolase aus Haematococcus pluvialis a\s Vergleichs- 
beispiel (Beispiel 3.1). Carotinoidmengen sind In ng/ ml Kulturflusslgkelt angegeben. 



40 
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Ketoiase aus 


Astaxanthin 


Adonlrubin 


Adonlxanthin 


Canthaxanthin 


Zeaxanthin 


Haematococcus pluvialis 
Flotow em, Wille 
(Vergleichsbeispiel) 


13 




102 




738 


Nostoc sp. Strain 
PCC7120 


491 


186 




120 





Die erfindungsgemaBe Expression der Ketoiase aus Nostoc sp. Strain PCC7120 fuiirt 
2U einem Carotinoidmuster, welches sich von dem Carotinoidmuster nach Expression 
einer Ketoiase aus Haematococcus p/uwa//s deutlich unterscheidet. Wahrend die Keto-. 
5 lase aus dem Stand der Technik nur sehr unvollstandig das gewunschte Ketocarotinoid 
^ Astaxanthin llefert. ist Astaxanthin bei der Venwendung der erflndungsgemaRen Keto- 
iase das Hauptprodukt. Im erfindungsgemaBen Verfahren treten hydroxylierte Neben- 
produkte in einer deutllch gerlngeren Menge auf . 

1 0 Beispiel 4: 

Herstellung von Expressionsvektoren zur konstitutiven Expression der Nostoc sp. PCC 
7120 NOST-Ketolase In Lycopersicon esculentum und Tagetes erecta. 

Die Expression der NOST-Ketolase aus Nostoc sp. PCC7120 in L esculentum und in 
15 Tagetes erecta erfolgte unter Kontrolle des konstitutiven Promoters FNR (Ferredoxin- 
NADPH- Oxidoreductase, Datenbankeintrag AB011474 Position 70127 bis 69493; 
WO03/006660), aus Arabidopsis thaliana. Das FNR-Gen beginnt bei Basenpaar 
69492 und ist mit "Fen'edoxin-NApP+ Reductase" annotiert. Die Expression erfolgte 
mit dem Transitpeptid rbcS aus Erbse (Anderson et al. 1 986, Biochem J. 240:709-71 5). 

20 

Das DNA Fragment, das die FNR Promotorregion aus Arabidopsis Uialiana beinhaltet, 
wurde mittels PGR unter Venvendung genomlscher DNA (nach Standardmethoden aus 
Arabidopsis tiiaiiana isoliert) sowie der Primer FNR-A (SEQ ID No.38) und FNR-B 
(SEQ ID No. 39) hergestellt. 

25 

Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PGR zur Ampllfikation der DNA, die das FNR-Promotorfragment FNR#1 ) beinhal- 
tet, erfolgte in einem 50 ul Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

30 



PF 54058 



10 



61 

100 ng genomischer DNA aus AJhaliana 

0.25 mM dNTPs 

0.2 mM FNR-A (SEQ ID No. 38) 

0.2 mM FNR-B (SEQ ID No. 39) 

5 ul 10X PCR-Pirffer (Stratagene) 

0.25 ul Pfu Polymerase (Stratagene) 

28.8 ul Aq. Dest. 



Die PGR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt: 



IX 94*'C 2 Minuten 
35X 94''C 1 Minute 
50''C 1 Minute 
72°C 1 Minute 
15 IX 72**C 10 Minuten 

Das 647 bp Amplifikat wurde unter VenA^endung von Standardmethoden in den PCR- 
KlonlerungsvektorpCR2.1 (Invitrogen) kloniert und das Plasmid pFNR#l erhalten. 

20 Sequenzierung des Klons pFNR#l bestatigte eine Sequenz.die mit einem Sequenzab- 
schnltt auf Chromosom 5 von Arabidopsis thaliana (Datenbankeintrag AB01 1474; 
WO03/006660) von Position 70127 bis 69493 ubereinstimmt. Das FNR-Gen beg.nnt 
bei Basenpaar 69492 und ist mit ■'Ferredoxin-NADP+ Reductase" annotlert. 

25 pFNR wurde daher fur die Klonierung in den Expressionsvektor pJIT117 (Guerineau et 
al. 1988. Nucl. Acids Res. 16: 11380) venwendet. 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 637 bp Sacl-Hlndlll Fragmentes aus 
pFNR#l (partialle Sacl Hydrolyse) und LIglerung in den Sacl-Hlndlll geschnlttenen 
30 Vektor pJIT1 17. Der Klon. der den Promoter FNR#1 anstelle des ursprQngllchen Pro- 
meters d35S enthalt, heisst pJITFNR. 

Zur Herstellung einer Expresslonskassette pJFNRNOST wurde das 799 bp SpHI- 
Fragment NOSTF-G (in Beispiel 1 beschrieben) In den SpHl geschnlttenen Vektor 



PF 54058 

62 

pJITFNR kloniert. Der Klon, der das Fragment NOSTF-G in der korrekten Orientierung 
als N-terminale Fusion mit dem rbcS Transitpeptid enthalt. heisst pJFNRNOST. 

Die Herstellung einer Expresslonskassette fOr die Agrobacterium vermittelte Transfor- 
5 mation der Ketolase aus Nostoc in L esculentum erfolgte unter der Verwendung des 
binaren Vektors pSUN3 (WO02/00900). 

Zur Herstellung des Expresslonsvektors pS3FNR:NOST (MSP101) wurde das 
2.425 bp Sacl-Xhol Fragment (partialle Sad Hydrolyse) aus pJFNRNOST mit dem 
10 Sacl-Xhol geschnittenen Veklor pSUN3 ligiert (Abblldung 3, Konstruktkarte). In der 
Abblldung 3 beinhaltet Fragment FHR-Promotorden FNR Promotor (635 bp), Frag- 
ment rbcS TP Fragment das rtcS Transitpeptid aus Erbse (1 94 bp). Fragment Most 
Ketolase CDS (777 bp) die gesamte PrimSrsequenz, kodierend fOr die Nostoc Ketola- 
se, Fragment 35S Term (746 bp) das Polyadenylierungssignal von CaMV. 

15 

Die Herstellung einer Expresslonskassette fOr die >4gro£>acter/um-vermlttelte Transfor- 
mation des Expressionsvektor mit der Ketolase aus Atostocin Tagetes erecta erfolgte 
unter der Verwendung des binaren Vektors pSUNS (WO02/00900). ^ 

20 Zur Herstellung des Tagetes-Expressionsvektors pS5FNR:NOST (MSP1 02) wurde das 
2.425 bp Sacl-Xhol Fragment (partielle Sad Hydrolyse) aus pJFNRNOST mit dem 
Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert (Abbildung 4, Konstruktkarte). In der 
Abblldung 4 beinhaltet Fragment FNR Promotor 6en FNR Promotor (635 bp), Frag- 
ment rbcS Transit Peptide das rbcS Transitpeptid aus Erbse (194 bp). Fragment Nost 

25 Ketolase (jfT7 bp) die gesamte PrimSrsequenz, kodierend fOr die Nostoc Ketolase, 
Fragment 35S Terminator (J AQ bp) das Polyadenylierungssignal von CaMV. 

Beispiel 5: 

Herstellung von Expresslonsvektoren zur bIQtenspezitischen Expression der Nostoc sp. 
30 PCC 7120 NOST-Ketolase in Lycoperslcon esculentum und Tagetes erecta. 

Die Expression der Ketolase aus Nostoc in L. esculentum und Tagetes erecta erfolgte 
mit dem Transitpeptid rbcS aus Erbse (Anderson et al. 1986, Biochem J. 240:709-715). 
Die Expression erfolgte unter Kontrolle einer modifizierten Version AP3P des bluten- 
35 spezifischen Promoters APS aus Arabidopsis thaliana (AL1 32971: Nukleotidregion 
9298-10200; Hill et al. (1998) Development 125: 1711-1721). 
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Das DNA Fragment, das die APS Promoterregion -902 bis +15 aus Arabidopsis thalia- 
na beinhaltet. wurde mittels PGR unter Verwendung genomischer DNA (nach Stan- 
dardmethoden aus Arabidopsis thaliana isoiiert) sowie der Primer AP3-1 (SEQ ID 
No.41) und AP3-2 (SEQ ID No. 42) hergestellt. 

Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PGR zur Amplifil<ation der DNA. die das AP3-Promoterfragment (-902 bis +15) be- 
inhaltet. erfolgte in einem 50 pJ Reaictionsansatz. in dem enthalten war: 



10 



1 00 ng genomisciner DNA aus A.tlialiana 
0.25 mM dNTPs 
0.2 mM AP3-1 (SEQ ID No. 41) 
6.2 mM AP3-2 (SEQ ID No. 42) 
15 - 5 ul 10X PGR-Puffer(Stratagene) 

0.25 ul Pfu Polymerase (Stratagene) 
28.8 ul Aq. Dest. 



20 



Die PGR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefQhrt: 



IX 94°C 2 Minuten 
35X 94°G 1 Minute 
50°C 1 Minute 
72<'C 1 Minute 
25 IX 72''C 10 Minuten 



Das 929 Bp Amplifikat wurde unter Venwendung von Standardmethoden in den PCR- 
Klonierungsvektor pGR 2.1 (Invitrogen) kloniert und das Plasmid pAPS erhalten. 

30 Sequenzierung des Klons pAP3 bestatigte eine Sequenz. die sich lediglich in durch 
eine Insertion (ein G in Position 9765 der Sequenz AL1 32971) und einen Basenaus- 
tausch (ein G statt eln A in Position 9726 der Sequenz AL132971) von der publ.zierten 
APS Sequenz (AL132971. Nukleotidregion 9298-10200) unterscheidet. DIese Nukleoti- 
dunterschiede wurden in einem unabhangigen Ampllfikationsexperiment reproduziert 
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und reprasentieren somit die tatsachliche Nukleotldsequenz in den venwendeten Arabi- 
dopsis thaliana Pflanzen. 

Die modifizierte Version AP3P wurde mittels rekombinanter PGR unter Venwendung 
5 des Piasmids pAP3 hergestellt. Die Region 1 0200 - 9771 wurde mit den Primern AP3-1 
(SEQ ID No. 41) und Primern AP3-4 (SEQ ID No. 44) amplifiziert (Amplifikat A1/4). die 
Region 9526-9285 wurde mit den AP3-3 (SEQ ID No. 43) und AP3-2 (SEQ ID No. 42) 
amplifiziert (Amplifikat A2/3). 

1 0 Die PCR-Bedlngungen waren die folgenden: 

Die PCR-Reaktionen zur Amplifikation der DNA-Fragmente. die die Regionen Region 
10200 - 9771 und Region 9526-9285 des AP3 Promoters beinhalten, erfolgte in 50 ul 
Reaktionsansatzen, in denen entlialten war: 

15 

100 ng AP3 Amplifikat (oben beschrieben) 
0.25mMdNTPs 

0.2 mM sense Primer (AP3-1 SEQ ID No. 41 bzw. AP3-3 SEQ ID No. 435 
0.2 mM antlsense Primer (AP3-4 SEQ ID No. 44 bzw. AP3-2 SEQ ID No. 42) 
20 - 5 ul 10X PCR-Puffer (Stratagene) 

0.25 ul Pfu Taq Polymerase (Stratagene) 
28.8 ul Aq. Dest. 



25 



Die PGR wurde unter folgenden Zyklusbedlngungen durchgefuhrt: 



1X 94°G2Mlnuten 
35X 94°G 1 Minute 
see 1 Minute 
72°G 1 Minute 
30 IX 72°G 10 Minuten 



35 



Die rekombinante PGR beinhaltet Annealing der sich Qber eine Sequenz von 25 
Nukleotiden uberlappenden Amplifikate A1/4 und A2/3. Ven/ollstandigung zu einem 
Doppeistrang und anschlieBende Amplifizierung. Dadurch entsteht eine modifizierte 
version des AP3 Promoters. AP3P. in dem die Positionen 9670 - 9526 deletiert sind. 
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Die Denaturierung (5 min bei 95°C) und Annealing (langsame Abkuhlung bei Raum- 
temperatur auf 40°C) beider AmplHikate A1/4 und A2/3 erfolgte in einem 17.6 ul Reak- 
tionsansatz, in dem enthalten war: 

0.5 ug A1/4 Amplifikat 
0.25 ug A2/3 Amplifikat 

Das AuffQIlen der 3'-Enden (30 min bei 30°C) erfolgte in einem 20 ul Reaktionsansatz. 
in dem enthalten war: 

17,6 ul A1/4undA2/3-Annealingsreaktion(hergestelltwieobenbeschrieben) 

50 uM dNTPs 
2ul 1X Klenow Puffer 
2U Klenow Enzym 

Die Nukleinsaure kodlerend fQr die mbdifizierte Promoterversion AP3P wurde mitteis 
PGR unter Venwendung eines sense spezifischen Primers (AP3-1 SEQ ID No./I) und 
eines antisense spezifischen Primers (AP3-2 SEQ ID No. 42) ampiifiziert. 

20 Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PGR zur Amplifikation des AP3P Fragmentes erfolgte in einem 50 ul Reaktionsan- 
satz, in dem enthalten war: 

25 - 1 ul Annealingsreaktion (hergestelltwieobenbeschrieben) 

0.25 mM dNTPs 
0.2 mM AP3-1(SEQIDNo.41) 
0.2 mM AP3-2 (SEQ ID No. 42) 
5ul 10X PGR-Puffer(Stratagene) 
30 - 0.25 ul Pfu Taq Polymerase (Stratagene) 
28.8 ul Aq. Dest. 

Die PGR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durohgefOhrt: 



35 IX 94°G 2 MInuten 
35X 94°G 1 Minute 
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50°C 1 Minute 
72°C 1 Minute 
1X 72°C10Minuten 

5 Die PCR-Ampilfil<ation mit SEQ ID No. 41 {AP3-1) und SEQ ID No. 42 (AP3-2) resul- 
tierte in einem 777 Bp Fragment, das fur die modifizierte Promoterversion AP3P ko- 
diert. Das Amplifil<at wurde in den Klonlerungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) klonlert und 
das Plasmid pAP3P erhalten. Sequenzlerungen mit den Primern T7 und M13 bestatig- 
ten eine zur SequenzAU 32971. Region 10200-9298 identlsche Sequenz, wobei die 

1 0 interne Region 9285 - 9526 deletiert wurde. Diese Klon wurde daher fur die Klonierung 
in den Expressionsvektor pJIT117 (Guerineau et al. 1988. Nucl. Acids Res. 16: 11380) 
verwendet. 

Die Klonierung erfolgte durch Isoliemng des 767 Bp.Sacl-Hindlll Fragmentes aus 
1 5 pAP3P und Ugierung in den Sacl-Hindlll geschnittenen Vektor pJIT1 1 7. Der Klon, der 
den Promoter AP3P anstelle des ursprQngliclien Promoters d35S enthalt. Iieisst pJI- 
TAP3P. Zur Herstellung einer Expressionskassette pJAP3NOST wurde das 799 Bp 
SpHI-Fragment NOSTF-G (In Beispiel 1 beschrieben) in den SpHI gesctinittenen Vek- 
tor PJITAP3P kloniert Der Klon. der das Fragment NOSTF-G in der korrekten Orientie- 
20 rung als N-termlnale Fusion mit dem rbcS Transitpeptid enthalt, heisst pJAP3PNOST. 

Die Herstellung eines Expressionsvektors fOr die Agrobacterium-vermittelte Transfor- 
mation der AP3P-kontrollierten Ketolase aus Nostoc in L. esculentum erfolgte unter der 
Venwendung des binSren Vektors pSUN3 (WO02/00900). 

25 

Zur Herstellung des Expressionsvektors pS3AP3:NOST (MSP103) wurde das 2.555 
bp Sacl-Xhol Fragment aus pJAP3NOST mit dem Sacl-Xfiol geschnittenen Vektor 
pSUN3 ligiert (Abbildung 5, Konstruktkarte). In der Abbildung 5 beinhaltet Fragment 
AP3P PROMOTER den modifizierten AP3P Promoter ( 765 bp), Fragment rbcS TP 
30 FRAGMENT das rbcS Transitpeptid aus Erbse (1 94 bp) , Fragment NOST KETOLASE 
CDS (777bp) die gesamte Primarsequenz kodierend fur die Nostoc Ketolase, Frag- 
ment 35S TERM (746 bp) das Polyadenylierungssignal von CaMV. 
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Die Herstellung einer Expressionsvektors fur die Agrobacterlum-vermittelte Transfor- 
mation der AP3P-l<ontrolllerten Ketolase aus Nostoc in Tagetes erecta erfolgte unter 
der Venwendung des binaren Vektors pSUN5 (WO02/00900). 

5 Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5AP3:NOST (MSP1 04) wurde das 2.555 
bp Sacl-Xhol Fragment aus pS5AP3PNOST mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor 
pSUNS ligiert (Abblldung 6, Konstruktkarte). In der Abbildung 6 beinhaitet Fragment 
AP3P PROMOTER den modlflzierten AP3P Promoter (765 bp). Fragment rbcS TP 
FRAGMENT das rbcS TransitpeptId aus Erbse (207 bp), Fragment MOST KETOLASE 

1 0 CDS (777 bp) die gesamte PrimSrsequenz codierend fur die Nostoc Ketolase, Frag- 
ment 35S TERM (746 bp) das Polyadenyllerungssignal von CaMV. 

Beispiel 6 

Amplifikation einer DNA, die die gesamte Primarsequenz der NP196-Ketolase aus 
1 5 Nostoc punctiforme ATCC 29133 kodlert 

Die DNA, die fiir die NP196-Ketolase aus Nostoc punctiforme ATCC 291 33 ko6\en, 
wurde mittels PGR aus Nostoc punctiforme ATCC 29133 (Stamm der "American Type 
Culture Collection") amplifiziert. 

20 

Fur die Praparation von genomischer DNA aus einer Suspensionskultur von Nostoc 
punctiforme ATCC 29133, die 1 Woche mit Dauerlicht und konstantem Schuttein (150 
rpm) at 25°C in BG rr-Medium (1.5 g/l NaNOg. 0.04 g/l K2PO4X3H2O, 0.075 g/1 
MgS04xH20. 0.036 g/l CaCl2x2H20, 0.006 g/l citric acid, 0.006 g/l Ferric ammonium 
25 citrate, 0.001 g/l EDTA disodium magnesium, 0.04 g/l Na2C03, 1ml Trace Metal Mix 
"A5-I-CO" (2.86 g/l H3BO3, 1.81 g/l MnCl2x4H20, 0.222 g/l ZnSO4x7H20, 0.39 g/l Na- 
M0O4X2H2O, 0.079 g/l CUSO4X5H2O, 0.0494 g/l Co(N03)2x6H20) gewachsen war, wur- 
den die Zellen durch Zentrifugation geemtet, in flussigem Stickstoff eingefroren und im 
Morser pulverisiert. 



30 



Protokoll fur die DNA-lsolation aus Nostoc punctiforme ATCC 29133: 



Aus einer 10 ml Flussigkultur wurden die Bakterlenzellen durch 10 mlnOtige Zentrifuga- 
tion bei 8000 rpm pelletiert. AnschlieBend wurden die Bakterlenzellen in flussigem 
35 Stickstoff mit einem Morser zerstoBen und gemahlen. Das Zellmaterlal wurde in 1 ml 
lOmM Tris_HCI (pH 7.5) resuspendiert und In ein Eppendorf-ReaktlonsgefSB (2ml Vo- 
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lumen) uberfuhrt. Nach Zugabe von 1 00 pi Proteinase K (Konzentration: 20 mg/ml) 
wurde die Zellsuspension fur 3 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die 
Suspension mit 500 pi Phenol extrahiert. Nach Sminutiger Zentrifugation bei 1 3 000 
upm wurde die obere, wassrige Phase in ein neues 2 ml-Eppendorf-ReaktionsgefaB 
5 uberfuhrt. Die Extraktion mit Phenol wurde 3mal wiederholt. Die DNA wurde durch Zu- 
gabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5.2) und 0.6 Volumen Isopropanoi ge- 
fallt und anschliefSend mit 70% Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde bei Raum- 
temperatur getrocknet, in 25 pi Wasser aufgenommen und unter Erhitzung auf 65°C 
gelost. 

10 

Die Nukleinsaure, kodierend sine Ketolase aus Nostoc punctiforme ATCC 29133, wur- 
de mittels "polymerase chain reaction" (PGR) aus Nostoc punctiforme ATCC 29133 
unter Verwendung eines sense-spezifischen Primers (NP196-1, SEQ ID No. 54) und 
eines antisense-spezifischen Primers (NP196-2 SEQ ID No, 55) amplifizierl. 

15 

Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PGR zur Amplif ikation der DNA, die fur ein Ketolase Protein bestehend aus der 
gesamten PrimSrsequenz kodiert, erfolgte in einem 50 ul Reaktionsansatz, in dem ent- 
20 halten war 

1 ul einer Nostoc punctiforme ATCC 291 33 DNA (hergestellt wie oben beschrie- 
ben) 

0.25 mM dNTPs 

0.2 mM NP196-1 (SEQ ID No. 54) 
0.2 mM NP196-2 (SEQ ID No. 55) 
5 ul 10X PCR-Puffer (TAKARA) 
0.25 ul R Taq Polymerase (TAKARA) 
25.8 ul Aq. Dest. 

CR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefiihrt: 

IX 94°C 2Minuten 
35X 94°G 1 Minute 
35 55^G 1 Minuten 



25 



30 



Die P 
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72-0 3 Minuten 
1X 72"'C 10 Minuten 

Die PCR-Amplifi!<ation mit SEQ ID No. 54 unci SEQ ID No. 55 resultierte in einem 792 
Bp-Fragment, das fur ein Protein bestehend aus der gesamten Primarsequenz l<odiert 
(NP196, SEQ ID No. 56). Unter Venwendung von Standardmethoden wurde das Ampli- 
fil<at in den PCR-Klonierungsvelctor pCR 2.1 (Invitrogen) l<loniert und der Kion pNP196 
erhalten. 

Sequenzierung des Klons pNP196 mit dem M13F- und dem I^ISR-Primer bestatigte 
eine Sequenz. welciie mit der DNA-Sequenz von 140.571-139.810 des Datenbanl<- 
eintrages NZ_AABC01000196 identiscli ist (inverse orientiert zum veroffentlichen Da- 
tenbanl<eintrag) mit der Ausnahme. da3 G in Position 140.571 durcii A ersetzt wurde, 
um ein Standard-Startkodon ATG zu erzeugen. Diese Nukleotidsequenz wurde in ei- 
nem unabiiangigem Amplifikationsexperiment reproduziert und reprasentiert somit die 
Nukleotidsequenz im verwendeten Nostoc punctiforme ATCC 29133. 

Dieser Klon pNP196 wurde dalier fur die Klonierung in den Expressionsvektor 
pJIT117(Guerineau et al. 1988. Nucl. Acids Res. 16: 11380) venwendet. 

PJ1T117 wurde modifiziert, indem der 35S-Terminator durcii den OCS-Terminator (Oc- 
topine Synthase) des Ti-Plasmides pTi15955 von Agrobacterium tumefaciens (Daten- 
bankeintrag X00493 von Position 12,541-12,350, Gielen et al. (1984) EMBO J. 3 835- 
846) ersetzt wurde. 

Das DNA-Fragment, das die CXDS-Terminatonregion belniialtet, wurde mittels PCR un- 
ter Verwendung des Plasmides pHELLSGATE (Datenbankeintrag AJ31 1874, Wesley 
et al. (2001) Plant J. 27 581-590, nach Standardmethoden aus E.co// IsoHert) sowie der 
Primer OCS-1 (SEQ ID No. 58) und OCS-2 (SEQ ID No. 59) hergestellt. 

Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR zur Ampllf ikation der DNA, die die Octopin Synthase (OCS) Terminaton-eglon 
(SEQ ID No. 60) belnhaitet, erfolgte in einem 50 ul Reaktionsansatz, In dem enthalten 
waren: 
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1 00 ng pHELLSGATE plasmid DNA 
0.25 mM dNTPs 
0.2 mM OCS-1 (SEQ \D No. 58) 
0.2 mM OCS-2 (SEQ ID No. 59) 
5ul lOXPCR-Puffer(Stratagene) 
0.25 ul Ru Polymerase (Stratagene) 
28.8 ul Aq. Dest. 

Die PGR wurde unter folgenden Zyklusbedlngungen durchgefuhrt: 



1X 94"*C 2 Minuten 
35X 94*C 1 Minute 
50"C 1 Minute 
72'*C 1 Minute 
1X 72*0 10 Minuten 



20 



30 



Das 210 bp Amplifikat wurde unter Verwendung von Standardmethoden in de^PCR- 
Klonlerungsvektor pCR 2.1 (Invitrogen) kloniert und das Plasmid pOCS erhalten. 

Sequenzlerung des Klons pOCS bestatigte eine Sequenz. die mit einem Sequenzab- 
schnitt auf dem Ti-Plasmid pTl15955 von Agrobacterium tumefaciens (Datenbanke.n- 
trag X00493) von Position 12.541 bis 12.350 Qbereinstimmt. 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 210 bp Sall-Xhol Fragmentes aus pOCS 
und Ugierung in den Sall-Xhol geschnittenen Vektor pJlT1 17. . 
Dieser Klon heisst pJO und wurde daher fur die Klonierung in den Express.onsvektor 
pJONP196 verwendet. 

Die Klonien^og ertCgte durch Isolierung des 782 Bp SPW->=-9-er«es pNP«6 ur 
Ugierur,g in den SphI geschnittenen Vektor pJO. Der Klon, der d,e NP^S^-Kett^e 
Z, Nostoc punatlforme in der korrekten Ortenlierung ais N-lerminale W>nsla»K.nale 
Fusion mit dem tbcS Transitpeptld enthSlt, heisst pJONP196. 



35 



PF 54058 



71 

Beispiel 7: 

Herstellung von Expressionsvektoren zur konstitutiven Expression der NP196-Ketolase 
aus Nostoc punctifonveATCC 291 33 in Lycopersicon esculentum und Tagetes erecta. 

Die Expression der NP196-Ketoiase aus Nostoc punctiforme in L. esculentum und in 
Tagetes erecta erfolgte unter Kontrolie des konstitutiven Promoters FNR (Ferredoxin- 
NADPH- Oxidoreductase, Datenbankeintrag AB011474 Position 70127 bis 69493; 
WO03/006660), aus Arabidopsis thaliana. Das FNR-Gen beginnt bei Basenpaar 69492 
und ist nnit "Ferredoxin-NADP+ Reductase" annotiert. Die Expression erfolgte mit dem 
Transitpeptid rbcS aus Erbse (Anderson et al. 1986, Biocliem J. 240:709-715). 

Das DNA Fragment, das die FNR Promotorregion aus Arabidopsis thaliana beinhaitet, 
wurde mittels PGR unter Verwendung genomischer DNA (nacli Standardmethoden aus 
Arabidopsis thaliana isoliert) sowie der Primer FNR-1 (SEQ ID No. 61) und FNR-2 
(SEQ ID No. 62) hergestellt 

Die PCR-Bedlngungen waren die folgenden: ^ 

Die PGR zur Ampllfikation der DNA, die das FNR-Promotorfragment FNR (SEQ ID No. 
63) beinhaitet, erfolgte In einem 50 ul Reaktlonsansatz. in dem enthalten war. 

1 00 ng genomischer DNA aus Athaliana 

0.25 mM dNTPs 

0.2 mM FNR-1 (SEQ ID No, 61) 

0.2 mM FNR-2 (SEQ ID No. 62) 

5ul lOXPCR-Puffer(Stratagene) 

0.25 ul Pfu Polymerase (Stratagene) 

28.8 ul Aq. Dest. 

Die PGR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefOhrt; 

IX 94''C 2 Minuten 
35X 94''C 1 Minute 

50°C 1 Minute 

72''C 1 Minute 
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1X ya'C 10 Minuten 

Das 652 bp Amplif ikat wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den PCR- 
Klonierungsvektor pCR 2.1 (Invitrogen) kloniert und das Plasmid pFNR erhalten. 

Sequenzierung des Klons pFNR bestatigte eine Sequenz, 

die mit einem Sequenzabschnitt auf Chromosom 5 von Arabidopsis thaliana (Daten- 
banl<eintrag AB01 1474) von Position 70127 bis 69493 ubereinstimmt. 

Dieser Klon heisst pFNR und wurde daher fur die Klonierung In den Expressionsvel<tor 
pJONP196 (in Beispiel 6 beschrieben) verwendet. 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 644 bp Smal-Hindlll Fragmentes aus 
pFNR und Llgierung in den Ecl136U-Hindm geschnittenen Vektor pJONP196. Der.Kfon, 
der den Promoter FNR anstelle des ureprQngllchen Promoters d35S und das Fragment 
NP196 In der korrekten Oilentierung als N-terminale Fusion mit dem rbcS Transitpeptid 
enthait. lieisstpJOFNR:NP196. 

Die Herstellung einer Expression^ssette f Qr die Agrobactequm vennittelte Transfor- 
mation der NP196-Ketolase aus Nostoc In L esculentum erfolgte unter der Venwen- 
dung des binilren Vektors pSUNS (WO02/00900). 

Zur Herstellung des Expressionsvektors MSP105 wurde das 1 .839 bp EcoRl-Xhol 
Fragment aus pJOFNR:NP196 mit dem EcoRI-Xhol geschnittenen Vektor pSUN3 II-. 
glert (Abbildung 7, Konstruktkarte). In der Abbildung 7 belnhaltet Fragment FNR Pro- 
motor den FNR Promoter (635 bp), Fragment rbcS TP FRAGMENT das rbcS Transit- 
peptid aus Erbse (194 bp), Fragment NP196KETO CDS (761 bp), kodierend fur die 
Nostoc punctiforme NP196-Ketolase . Fragment OCS rerm/nator (192 bp) das Polya- 
denylierungssignal von der Octopin- Synthase. 

Die Herstellung elner Expressionskassette fQr die >4grodacfer/um-vermittelte Transfor- 
mation des Expressionsvektor mit der NP196-Ketolase aus Nostoc punctiforme in Ta- 
getes erecta erfolgte unter der Venwendung des blnSren Vektors pSUNS 
(WO 02/00900). 
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Zur Herstellung des Tagetes-Expressionsvektors MSP106 wurde das 1.839 bp EcoRI- 
Xhol Fragment aus pJOFNR:NP196 mit dem EcoRI-Xhol geschnittenen Vektor pSUNS 
ligiert (Abbildung 8, Konstruktkarte). In der Abbildung 8 beinhaltet Fragment FNR Pro- 
motor den FNR Promotor (635 bp), Fragment rbcS TP FRAGMENT 6as rbcS Transit- 
5 peptid aus Erbse (1 94 bp). Fragment NP196 KETO CDS (761 bp), kodierend fur die 
Nostoc punctiforme NP196-Ketolase , Fragment DCS Terminator {192 bp) das Polya- 
denylierungssignal von Octopln-Synthase. 

Beispiel 8: 

10 Herstellung von Expressionsvektoren zur blutenspezifischen Expression der NP196- 

Ketolase aus Nostoc punctiforme ATCC 29133 in Lycopersicon esculentum und Tage- 
^ teserecta 

Die Expression der NP196-Ketolase aus Nostoc punctiforme in L. esculentum und Ta- 
15 getes erecta erfolgte mit dem Transitpeptid rbcS aus Erbse (Anderson et al. 1986, Bio- 
chem J. 240:709-715). Die Expression erfolgte unter Kontrolle des blutenspezifischen 
Promoters EPSPS aus Petunia hybrida (Datenbankeintrag M37029: Nukleotldr^egion 7- 
1787; Benfey et al, (1990) Plant Cell 2: 849-856). 

20 Das DNA Fragment, das die EPSPS Promoterregion (SEQ ID No. 66) aus Petunia 
hybrida beinhaltet, wurde mittels PGR unter Ven^^endung genomischer DNA (nach 
Standardmethoden aus Petunia hybrida isoliert) sowie der Primer EPSPS-1 (SEQ ID 
No. 64) und EPSPS-2 (SEQ ID No. 65) hergestellt. 

%S Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PGR zur Amplifikation der DNA, die das EPSPS-Promoterfragment (Datenbankein- 
trag M37029: Nukleotidregion 7-1787) beinhaltet, erfolgte In einem 50 jil Reaktionsan- 
satz, in dem enthalten war: 

30 

1 00 ng genomischer DNA aus A.thaliana 
0.25 mM dNTPs 

0.2 mM EPSPS-1 (SEQ ID No. 64) 
0.2 mM EPSPS-2 (SEQ ID No. 65) 
35 - 5ul lOXPCR-Puffer(Stratagene) 

0.25 ul Pfu Polymerase (Stratagene) 
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28.8 ul Aq. Dest. 

Die PGR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefDhrt: 

1X 94''C 2 Minuten 
35X 94*'C 1 Minute 

50°C 1 Minute 

72°C 2 Minute 
IX 72°C lOMinuten 

Das 1773 Bp Amplifikat wurde unter Venwendung von Standardmetlioden in den PCR- 
Klonierungsvektor pCR 2.1 (Invitrogen) kloniert und das Plasmid pEPSPS erhalten. 

Sequenzierung des Klons pEPSPS bestatigte eine Sequenz, die sich ledigllch durch 
zwei Deletion (Basen ctaagtttcagga in Position 46-58 der Sequenz M37029; Basen 
aaaaatat in Position 1422-1429 der Sequenz M3702g) und die Basenaustausche (T 
statt G In Position 1447 der Sequenz M37029; A statt C in Position 1525 der Spquehz 
M37029; A statt G in Position 1627 der Sequenz M37029) von der pubiizlerten EPSPS- 
Sequenz (Datenbankeintrag M37029: Nukleotidregion 7-1787) unterscheidet. Die zwei 
Deietionen and die zwei Basenaustausche an den Positionen 1447 und 1627 der Se- 
quenz M37029 wurden in einem unabhSngigen Amplifikationsexperiment reproduziert 
und reprSsentleren somit die tatsacliHciie Nukleotldsequenz in den verwendeten Petu- 
nia hybrida RIanzen. 

Der Klon pEPSPS wurde daher fur die IConierung in den Expressionsvektor pJONP196 
(in Beispiel 6 beschrieben) verwendet. 

Die Klonieaing erfolgte durch Isolierung des 1763 Bp Sacl-Hindlll Fragmentes aus 
pEPSPS und Ugierung in den Sacl-Hindlll geschnittenen Veklor pJ0NP196. Der Klon, 
der den Promoter EPSPS anstelle des ursprQnglichen Promoters d35S enthSIt, helsst 
pJOESP:NP196. Diese Expressionskassette enthaltdas Fragment NP196 in der kor- 
rekten Orientierung als N-terminale Fusion mlt dem rbcS-Transitpeptid. 

Die Herstellung eines E>q3ressionsvektors fOr die Agrobacterium-vermltlelte Transfor- 
mation der EPSPS-kontrollierten NP196-Ketolase aus Nostoc punctiforme ATCC 
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29133 in L. esculentum erfolgte unter der Verwendung des binaren Vektors pSUN3 
(WO02/00900). 

Zur Herstellung des Expressionsvektors MSP107 wurde das 2.961 KB bp Sacl-Xhol 
Fragment aus pJOESP:NP196 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN3 ligiert 
(Abbildung 9, Konstruktkarte). In der Abbildung 9 beinhaltet Fragment EPSPS den 
EPSPS Promoter (1761 bp), Fragment rbcS TP FRAGMENT das rbcS.Transitpeptid 
aus Erbse (194 bp), Fragment NP196 KETO CDS (761 bp), kodlerend fQr die Nostoc 
punctiforme NP196-Ketolase, Fragment OCS Terminator {\92 bp) das Polyadenylie- 
rungssignal von Octopin-Synthase. 

Die Herstellung einer Expressionsvektoris fur die Agrobacterium-vermittelte Transfor- 
mation der EPSPS-kontrollierten NP196-Ketolase aus Nostoc punctiforme in Tagetes 
erecta erfolgte unter der Verwendung des binSren Vektors pSUNS (WO02/00900). 

Zur Herstellung des Expressionsvektors MSP108 wurde das 2.961 KB bp Sacl-Xliol 
Fragment aus pJOESP:NP196 mit dem Sacl-Xliol geschnittenen Vektor pSUNS ligiert 
(Abbildung 10, Konstruktkarte). In der Abbildung 10 beinhaltet Fragment EPSPS den 
EPSPS Promoter (1761 bp), Fragment rbcS TP FRAGMENT das rbcS Transitpepttd 
aus Erbse (194 bp), Fragment NP196 KETO CDS (761 bp), kodlerend fOr die Nostoc 
punctiforme NP196-Ketolase , Fragment OCS Terminator {W2 bp) das Polyadenylie- 
rungsslgnal von Octopin-Synthase- 

Beispiel 9: 

Amplifikation einer DNA, die die gesamte Prim^rsequenz der NP195-Ketolase aus 
Nostoc punctiforme ATCC 29133 kodiert 

Die DNA, die fur die NP195-Ketolase aus Nostoc punctiforme ATCC 29133 kodiert, 
wurde mittels PGR aus Nostoc punctiforme ATCC 29133 (Stamm der "American Type 
Culture Collection") amplifiziert. Die Praparation von genomischer DNA aus einer Sus- 
pensionskultur von Nostoc punctiforme ATCC 29133 wurde in Beispiel 19 beschrieben. 

Die Nukleinsaure, kodlerend eine Ketolase aus Nostoc punctiforme ATCC 29133, wur- 
de mittels "polymerase chain reaction" (PGR) aus Nostoc punctiforme ATCC 291 33 
unter Verwendung eines sense-spezifischen Primers (NP195-1, SEQ ID No. 67) und 
eines antisense-spezifischen Primers (NP195-2 SEQ ID No. 68) amplifiziert. 



PF 54058 



76 

Die PCR-Bedingungen waren die folgehden: 

Die PGR zur Ampllfikation der DNA, die fQr ein Ketolase Protein besteiiend aus der 
gesamten PrimSrsequenz l<odiert, erfolgte in einem 50 ul Realrtionsansatz, in dem ent- 
5 lialten war: 

1 ul einer Nostoc punctiforme ATCC 29133 DNA (iiergestellt wie oben besclirie- 
ben) 

0.25 mM dNTPs 
10 - 0.2mMNP195-1 (SEQIDNo.67) 

0.2 mM NP1 95-2 (SEQ ID No. 68) 

5 ul 10X PCR-Puffer (TAKARA) 
^ 0.25 ul R Taq Polymerase (TAKARA) 

25.8 ul Aq. Dest. 



15 



Die PGR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefOhrt: 



1X 94«'C 2 Minuten 
35X 94«"C 1 Minute 
20 SS^'C 1 Minuten 

72°C 3 Minuten 
IX 72-C 10 Minuten 

Die PCR-Amplifikation mlt SEQ ID No. 67 und SEQ ID No. 68 resultierte in einem 819 
^5 Bp-Fragment, das fur ein Protein bestehend aus der gesamten PrimSrsequenz kodlert 
(NP195, SEQ ID No. 69). Unter Venwendung von Standardmethoden wurde das Ampli- 
fikat in den PCR-Klonierungsvektor pGR 2.1 (Invitrogen) kloniert und der Klon pNP195 
erhalten. 

30 Sequenzlerung des Klons pNPI 95 mlt dem M1 3F- und dem Ml 3R-Primer bestatigte 
eine Sequenz, welche mit der DNA-Sequenz von 55,604-56,392 des Datenbank- 
eintrages NZ_AABG01 0001 965 identisch ist, mit der Ausnahme, daB T in Position 
55.604 durch A ersetzt wurde, um ein Standard-Startkodon ATG zu erzeugen. Diese 
Nukleotidsequenz wurde In einem unabhSngigem Amplifikationsexperiment reprodu- 
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ziert und reprasentiert somit die Nukleotidsequenz im verwendeten Nostoc punctiforme 
ATCC 29133. 

Dieser Klon pNP195 wurde daher fOr die Klonierung in den Expressionsvektor pJO (in 
Beispiel 6 beschrieben) verwendet. Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 809 
Bp Sphl-Fragmentes aus pNP195 und Uglerung in den SphI geschnittenen Velctor 
pJO. Der Klon, der die NP195-Ketolase von Nostoc punctlfonne In der korrel<ten Orlen- 
tierung als N-terminale translationale Fusion mit dem rbcS Transitpeptid enthait, iielsst 
PJONP195. 

Beispiel 10: 

Herstellung von Expresslonsvektoren zur konstitutiven Expression der NP195-KetoJase 
aus Nostoc punctiforme ATCC 291 33 \x\ Lycopersicon esculentum und fagetes erecta. 

Die EjqDression der NP195-Ketolase aus Nostoc punctiforme In L esculentum und in 
Tagetes erecta erfolgte unter Kontrolle des konstitutiven Promoters FNR (Ferredoxln- 
NADPH-Oxidoreductase, Datenbankelntrag AB01 1474 Position 701 27 bis 69493; 
WO03/006660). aus Arabidopsis thaiiana. Das FNR-Gen beginnt bel Basenpair 69492 
und 1st mIt "Ferredoxln-NADP+ Reductase" annotiert. Die Expression erfolgte mit dem 
Transitpeptid rbcS aus Erbse (Anderson et al. 1986, Blochem J. 240:709-715). 

Der Klon pFNR (in Beispiel 7 beschrieben) wurde dalier fur die Klonierung In den Ex- 
pressionsvektor pJONPI 95 (in Beispiel 1 0 beschrieben) venwendet. 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 644 bp Sma-Hindlll Fragmentes aus 
pFNR und Ligierung in den Ecl136ll-Hindlll geschnittenen Vektor pJONP195. Der Klon, 
der den Promoter FNR anstelle des ursprunglichen Promoters d35S und das Fragment 
NP195 in der korrekten Orientierung als N-temiinale Fusion mIt dem rbcS Transitpeptid 
enthait, heisst pJOFNR:NP1 95. 

Die Herstellung einer Expressionskassette fiir die Agrobacterium vermittelte Transfor- 
mation der NP195-Ketolase aus Nostoc punctiforme In L. esculentum erfolgte unter der 
Verwendung des bin^ren Vektors pSUN3 (WO02/00900). 

Zur Herstellung des Expressionsvektors MSP109 wurde das 1.866 bp EcoRI-Xhol 
Fragment aus pJOFNR:NP195 mit dem EcoRI-Xhol geschnittenen Vektor pSUN3 li- 
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giert (Abbildung 1 1 . Konstruktkarte). In der Abbildung 11 beinhaltet Fragment FNR 
Promotortien FNR Promotor (635 bp). Fragment rbcS TP FRAGMENT das rbcS Tran- 
sitpeptid aus Erbse (194 bp), Fragment NP195 KETO CDS (789 bp), kodierend fQr die 
Nostoc punctiformeNP^95-Ke\o\ase, Fragment OCS Terminator {192 bp) das Polya- 
denylierungssignal von der Octopin- Synthase. 

Die Herstellung einer Expressionskassette f Or die >Agro£)acfe/7'um-vermlttelte Transfor- 
mation des Expressionsvektor mit der NP195-Ketolase aus Nostoc punctiforme puncti- 
forme in Tagetes erecta erfolgte unter der Verwendung des binaren Vektors pSUN5 
(WO 02/00900). 

Zur Herstellung des Tagetes- Expressionsvektors MSP1 10 wurde das 1.866 bp EcoRI- 
Xhol Fragment aus pJOFNR:NP195 mit dem EcoRI-Xhol geschnittenen Vektor pSUNS 
llgiert (Abbildung 12, Konstruktkarte). In der Abbildung 12 beinhaltet Fragment FNR 
Promotor den FNR Promotor (635 bp), Fragment rbcS TP FRAGMENT das rbcS Tran- 
sltpeptid aus Erbse (194 bp), Fragment NP195 KETO CDS (789 bp), kodierend fOr die 
Nostoc punctiforme NP195-Ketolase, Fragment OCS Terminator (192 bp) das Polya- 
denylierungssignal von Octopin-Synthase. 

Belsple! 11: 

Herstellung von Expressionsvektoren zur blutenspezifischen Expression der NP195- 
Ketolase aus Nostoc punctiforme ATCC 29133 in Lycopersicon esculentum und Tage- 
tes erecta. 

Die Expression der NP195-Ketolase aus Nostoc punctiforme in L. esculentum und Ta- 
getes erecta erfolgte mit dem Transitpeptid rbcS aus Erbse (Anderson et al. 1986, Bio- 
chem J, 240:709-715), Die Expression erfolgte unter Kontrolle des blutenspezifischen 
Promoters EPSPS aus Petunia hybrlda (Datenbankeintrag M37029: Nukleotidregion 7- 
1787; Benfey et al. (1990) Plant Cell 2: 849-856). 

Der Klon pEPSPS (in Beispiel 8 beschrieben) wurde daher fur die Klonierung in den 
Expressionsvektor pJONP195 (in Beispiel 10 beschrieben) verwendet. 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 1763 Bp Sacl-Hindlll Fragmentes aus 
pEPSPS und Ligierung in den Sacl-Hindlll geschnittenen Vektor pJ0NP195. Der Klon, 
der den Promoter EPSPS anstelle des ursprunglichen Promoters d35S enthalt, heisst 
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pJOESP:NP195. Diese Expressionskassette enthalt das Fragment NP195 in der kor- 
rekten Orientierung als N-terminale Fusion mit dem rbcS-Transitpeptid. 

Die Herstellung eines Expressionsvektors fur die Agrobacterium-vermittelte Transfor- 
mation der EPSPS-kontrollierten NPl95-Ketolase aus Nostoc punctiforme ATCC 
291 33 in L. esculentum erfolgte unter der VenA/endung des binaren Vektors pSUN3 
(WO 02/00900). 

Zur Herstellung des Expressionsvektors MSP1 1 1 wurde das 2,988 KB bp Sacl-Xliol 
Fragment aus pJOESP:NP195 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN3 ligiert 
(Abblldung .13. Konstruktkarte). In der Abbildung 13 beinhaltet Fragment EPSPS den 
EPSPS Promoter (1761 bp), Fragment rbcS TP FRAGMENT das rbcS Transctpeptid 
aus Erbse (194 bp), Fragment NP195 KETO CDS (789 bp), kodierend fur die Nostoc 
punctiforme NP1 95-Ketolase, Fragment DCS Terminator 092 bp) das Polyadenylie- 
rungssignal von Octopin-Synthase. 

Die Herstellung einer Expressionsvektors fur die Agrobacterium-vermittelte Transfor- 
mation der EPSPS-kontrollierten NP1 95-Ketolase aus Nostoc punctiforme in Tagetes 
erecta erfolgte unter der Verwendung des binaren Vektors pSUNS (WO02/00900). 

Zur Herstellung des Expressionsvektors MSP1 12 wurde das 2,988 KB bp Sacl-Xhol 
Fragment aus pJOESP:NP195 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUNS ligiert 
(Abbildung 14, Konstruktkarte). In der Abbildung 14 beinhaltet Fragment EPSPS den 
EPSPS Promoter (1761 bp), Fragment rbcS TP FRAGMENT 6slS rbcS Transitpeptid 
aus Erbse (194 bp). Fragment A/P?95 KETO CDS (789 bp), kodierend fiir die Nostoc 
punctiforme N PI 95-Ketolase. Fragment OCS Terminator {^ 92 bp) das Polyadenylie- 
rungssignal von Octopin-Synthase. 

Beispiel 12: 

Amplifikation einer DNA, die die gesamte Primarsequenz der NODK-Ketolase aus No- 
duiaria spumignea NSOR10 codiert. 

. Die DNA, die fur die Ketolase aus Nodularia spumignea NSOfltO kodiert, wurde mitlels 
PGR aus Nodularia spumignea A/SOfltO amplifiziert. 
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FQr die Praparation von genomischer DMA aus einer Suspensionskultur von Nodularia 
spumignea NSOR10 , die 1 Woctie mit Dauerlicht und konstantem Schiitteln (150 rpnr^) 
at 25°C in BG 7 t-Medium (1 .5 g/l NaNOa, 0.04 g/1 K2P04x3H20. 0.075 g/1 MgS04xHaO. 
0.036 g/1 CaClaxaHaO. 0.006 g/1 citric acid, 0.006 g/1 Ferric ammonium citrate, 0.001 g/l 
EDTA disodium magnesium. 0.04 g/l NazCOa, 1ml Trace Metal Mix "A5+Co" (2.86 g/1 
H3BO3. 1 .81 g/i MnCl2x4H20. 0.222 g/l ZnSO4x7H20, 0.39 g/l NaMo04X2HaO. 0.079 g/l 
CUS04X5H20, 0.0494 g/l Co(N03)2x6H20) gewachsen war, wurden die Zellen durch 
Zentrlfugation geerntet, In flusslgem Stickstoff eingefroren und im Morser pulverisiert. 

Protokoll fiir die DNA-lsolation aus Nodularia spumignea NSOR10 : 

Aus einer 10 ml Flussigkultur wurden die Bakterienzellen durch 10 minutige Zentrifuga- 
tion bei 8000 rpm pelletiert. AnschlieBend wurden die Bakterienzellen in flusslgem 
Stickstoff mit einem M6rser zerstoBen und gemahlen. Das Zellmaterial wurde in 1 ml 
10mM Tris_HCI (pH 7.5) resuspendiert und in ein Eppendorf-ReaktionsgefaS (2ml Vo- 
lumen) uberfuhrt. Nach Zugabe von 100 pi Proteinase K (Konzentration.^O mg/ml) 
wurde die Zellsuspension fur 3 Stunden bei 37<'C inkubiert. AnschlieBend wurde d\& 
Suspension mit 500 \x\ Phenol extrahiert. Nach Sminutiger Zentrlfugation bei 13 000 
upm wurde die obere. wassrige Phase in ein neues 2 ml-Eppendorf-ReaktionsgefaB 
uberfQhrt. Die Extraktion mit Phenol wurde 3mal wiederholt. Die DNA wurde durch Zu- 
gabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5.2) und 0.6 Volumen Isopropanol ge- 
im und anschlieBend mit 70% Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde bei Raum- 
temperatur getrocknet, in 25 pi Wasser aufgenommen und unter Erhitzung auf 65°C 
gelost. 

Die Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase aus Nodularia spumignea NSOR10, wurde 
mittels "polymerase chain reaction" (PGR) aus Nodularia spumignea NSOR10 unter 
Verwendung eines sense-spezifischen Primers (NODK-1 . SEQ ID No. 71) und elnes 
antisense-spezifischen Primers (NODK-2 SEQ ID No. 72) amplifiziert. 

Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PGR zur Amplifikation der DNA. die fOr ein Ketolase Protein bestehend aus der 
gesamten Primarsequenz kodiert. erfolgte In eInem 50 ul Reaktionsansatz, in dem ent- 
5 halten war: 



) 
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1 ul einer Nodularia spumignea NSOR10 DNA (hergestellt wie oben beschrie- 
ben) 

0.25 mM dNTPs 

0.2 mM NODK-1 (SEQ ID No. 71) 
5 - 0.2 mM NODK-2 (SEQ ID No. 72) 
5 ullOX PCR-Puffer (TAKARA) 
0.25 ul R Taq Polymerase (TAKARA) 
25.8 ul Aq. Dest. 

1 0 Die PGR woirde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt 

IX 94°C 2 Minuten 
9 35X 94''C 1 Minute 

55''C 1 Minuten 
15 72°C 3 Minuten 

IX 72°C 10 Minuten 

Die PCR-Amplifikation mit SEQ ID No. 71 und SEQ ID No. 72 resultierte In einem 720 
Bp-Fragment, das fur ein Protein bestehend aus der gesamten Primarsequenz kodiert 
20 (NOOK. SEQ ID No. 73). Unter Venwendung von Standardmethoden wurde das Ampli- 
fikat in den PCR-Klonierungsvektor pCR 2.1 (Invitrogen) kloniert und der Klon pNODK 
erhalten. 

Sequenzierung des Klons pNODK mit dem M13F- und dem M13R-Prlmer bestatlgte 
05 eine Sequenz. welche mit der DNA-Sequenz von 2130-281 9 des Datenbank-eintrages 
AY210783 identisch ist (inverse orlentlert zum veroffentlichen Datenbankeintrag). Die- 
se Nukieotidsequenz wurde in einem unabhangigem Ampllfikatlonsexperiment repro- 
duziert und reprasentiert somit die Nukieotidsequenz im venwendeten Nodularia spu- 
mignea NSOR10. 



30 



Dieser Klon pNODK wurde daher fur die Klonierung In den Expressionsvektor pJO (in 
Beispiel 6 beschrieben) venwendet. Die Klonierung erfolgte durch Isollerung des 710 
Bp Sphl-Fragmentes aus pNODK und Ugierung In den SphI geschnittenen Vektor pJO. 
Der Klon, der die NODK-Ketolase von Noduiaria spumignea in der korreklen Orientle- 
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rung als N-terminale translationale Fusion mit dem rbcS Transitpeptid enthalt, heisst 
pJONODK. 

Beispiel 13: 

5 Herstellung von Expressionsvektoren zur konstitutiven Expression der NODK-Ketolase 
aus Nodularia spumignea NSOR10 in Lycopersicon esculentum und Tagetes erecta. 

Die Expression der NODK-Ketolase aus Nodularia spumignea NSOR10 '\n L esculen- 
tum und in Tagetes erecta erfolgte unter Kontrolle des konstitutiven Promoters FNR 

10 (Ferredoxin-NADPH- Oxidoreductase, Datenbankeintrag AB01 1474 Position 70127 bis 
69493; WO03/006660), aus Arabidopsis thaliana. Das FNR-Gen beginnt bei Basen- 

^ paar 69492 und ist mit "Ferredoxin-NADP+ Reductase" annotiert. Die Expression er- . 
folgte mit dem Transitpeptid rbcS aus Erbse (Anderson et al. 1986, Bioctiem J, 
240:709-715). 

15 

Der Klon pFNR (in Beispiel 7 beschrieben) wurde dalier fur die Klonierung in den Ex- 
pressionsvektor pJONODK (in Beispiel 12 besclirieben) verwendet. 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 644 bp Sma-Hindlll Fragmentes aus 
20 pFNR und Ugierung in den Ecl1361l-Hindl!I geschnittenen Vektor pJONODK. Der Klon, 
der den Promoter FNR anstelle des ursprQnglichen Promoters d35S und das Fragment 
NODK in der korrekten Orientierung als N-termlnale Fusion mit dem rbcS Transitpeptid 
enthait, heisst pJOFNRrNODK. 

^5 Die Herstellung einer Expressionskassette fur die Agrobacterium vermitlelte Transfor- 
mation der NODK-Ketolase aus Nodularia spumignea NSORIOln L esculentum er- 
folgte unter der Venwendung des binaren Veklors pSUN3 (WO02/00900). 

Zur Herstellung des Expressionsvektors MSP1 13 wurde das 1 .767 bp EcoRI-Xhol 
30 Fragment aus pJOFNR:NODK mit dem EcoRI-Xhol geschnittenen Vektor pSUN3 ligiert 
(Abbildung 15, Konstruktkarte). In der Abbildung 15 beinhaltet Fragment FNR Promoter 
den FNR Promoter (635 bp), Fragment rbcS TP FRAGI\/IENT das rbcS Transitpeptid 
aus Erbse (194 bp), Fragment NODK KETO CDS (690 bp), kodierend fur die Nodularia 
spumignea NSOR10 NODK-Ketolase, Fragment OCS Terminator {'XQZ bp) das Polya- 
35 denylierungssignal von der Octopin- Synthase. 
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Die Herstellung einer Expressionskassette fur die Agrobacterium-\/ermtle\ie Transfor- 
mation des Expressionsvektor mit der NODK-Ketolase aus Nodularia spumignea 
NSOR10 punctiforme in Tagetes erecta erfolgte unter der Verwendung des binaren 
Vektors pSUNS (WO02/00900). 

5 

Zur Herstellung des Tagetes-Expressionsvektors MSP1 14 wurde das 1.767 bp EcoRI- 
Xhol Fragment aus pJOFNR:NODK mit dem EcoRI-Xhol gesclinittenen Vektor pSUNS 
ligiert (Abbildung 16, Konstruktkarte), In der Abbildung 16 belnhaltet Fragment FNR 
Promotor den FNR Promoter (635 bp), Fragment rbcS TP FRAGMENT das rbcS Tran- 
10 sitpeptid aus Erbse (194 bp), Fragment NODK KETO CDS (690 bp), kodierend fur die . 

Nodularia spumignea NSOR10 NODK-Ketolase, Fragment OCS Terminator (192 bp) 
^ das Polyadenylierungssignal von Octopin-Synthase. 

Beispiel 14: 

15 Herstellung von Expressionsvektoren zur blutenspezlfischen Expression der NODK- 
Ketolase aus Nodularia spumignea NSOR10 In Lycopersicon esculentum und Tagetes 
erecta. ^ 

Die Expression der NODK-Ketolase aus Nodularia spumignea NSORWm L. esculen- 
20 turn und Tagetes erecta erfolgte mit dem Transitpeptid rbcS aus Erbse (Anderson et al; 
1986, Biochem J. 240:709-715). Die Expression erfolgte unter Kontrolle des blutenspe- 
zifischen Promoters EPSPS aus Petunia hybrida (Datenbankeintrag M37029: Nukleo- 
tidregion 7-1 787; Bent ey et al. (1 990) Plant Cell 2: 849-856). 

Der Klon pEPSPS (in Beispiel 8 beschrieben) wurde daher fur die Klonierung in den 
Expressionsvektor pJONODK (in Beispiel 12 beschrieben) verwendet. 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 1763 Bp Sacl-Hindlll Fragmentes aus 
pEPSPS und Liglerung In den Sacl-Hlndlll geschnittenen Vektor pJONODK. Der Klon, 
30 der den Promoter EPSPS anstelle des ursprungllchen Promoters d35S enthalt, heisst 
pJOESPiNODK. Diese Expressionskassette enthalt das Fragment NODK in der korrek- 
ten Orientierung als N-terminale Fusion mit dem rbcS-Transitpeptid. 

Die Herstellung eines Expressionsvektors fur die Agrobacterium-vermlttelte Transfor- 
35 mation der EPSPS-kontrollierten NODK-Ketolase aus Nodularia spumignea NSOR10 
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in L esculentum erfolgte unter der Verwendung des binaren Vektors pSUN3 
(WO 02/00900). 

Zur Herstellung des Expressionsvektors MSP115 wurde das 2.889 KB bp Sacl-Xhol 
5 Fragment aus pJOESPrNODK mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN3 ligiert 
(Abbildung 17, Konstruktkarte). In der Abblldung 17 beinhaltet Fragment EPSPS den 
EPSPS Promoter (1761 bp), Fragment rbcS TP FRAGMENT 6as rbcS Transitpeptid 
aus Erbse (1 94 bp), Fragment NODK KETO CDS (690 bp), kodierend fur die Nodularia 
spumignea A/SOflrONODK-Ketolase, Fragment OCS Terminator {^92 bp) das Polya- 
1 0 denylierungssignal von Octopin-Synthase. 

^ Die Herstellung einer Expressionsvektors fur die Agrobacterium-vermittelte Transfor- 
mation der EPSPS-kontrollierten NODK-Ketolase aus Nodularia spumignea NSOR10 
in Tagetes erecta erfolgte unter der Verwendung des binSreri Veklors pSUNS 
15 (WO02/00900). 

Zur Herstellung des Expressionsvektors MSP1 16 wurde das 2.889 KB bp Sacl-Xhol 
Fragment aus pJOESPrNODK mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUMs ligiert 
(Abbildung 18, Konstruktkarte). In der Abblldung 18 beinhaltet Fragment EPSPS deh 
20 EPSPS Promoter (1761 bp), Fragment rbcS TP FRAGMENT 6as rbcS Transitpeptid 
aus Erbse (194 bp), Fragment NODK KETO CDS (690 bp), kodierend fOr die Nodularia 
spumignea NSOR10 NODK-Ketolase, Fragment OCS Terminator {W2 bp) das Polya- 
denylierungssignal von Octopin-Synthase. 

^5 BeispieMS: 

Herstellung transgener Lycopersicon esculentum Pflanzen 

Transformation und Regeneration von Tomatenpflanzen erfolgte nach der publizierten 
Methode von Ling und Mitarbeitern (Plant Cell Reports (1998), 17:843-847). Fur die 
30 Varietat Microtom wurde mit hoherer Kanamycin-Konzentration (lOOmg/L) selektioniert. 

Als Ausgangsexplantat fur die Transformation dienten Kotyledonen und Hypokotyle 
sieben bis zehn Tage alter Keimlinge der Linie Microtom. Fur die Keimung wurde das 
Kulturmedium nach Murashige und Skoog (1962: Murashige and Skoog, 1962, Physiol. 
35 Plant 15, 473-) mit 2% Saccharose, pH 6,.1 verwendet. Die Keimung fand bei 21 °C bei 
wenig Ucht (20 - 100 jxE) statt, Nach sieben bis zehn Tagen wurden die Kotyledonen 
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quer geteilt und die Hypokotyle In ca. 5 - 10 mm lange Abschnitte geschnitten und auf 
das Medium MSBN {MS, pH 6,1, 3% Saccharose + 1 mg/l BAP. 0,1 mg/l NAA) geiegt, 
das am Vortag mit suspensionskuitivierten Tomatenzellen beschickt wurde. Die Toma- 
tenzellen wurden luftblasenfrei mit sterilem Filterpapier abgedeckt. Die Vorkultur der 
5 Explantate auf dem beschriebenen Medium erfolgte fiir drei bis fOnf Tage. Zellen des 
Stammes Agrobakterium tumefaciens LBA4404 wurden einzein mit den Plasmiden 
pS3FNR:NOST.pS3AP3:NOST, pS3FNR:NP196, pS3EPS:NP196, pS3FNR:NP1 95, 
pS3EPS:NP195. pS3FNR:N0DK und pS3EPS:NODK transformiert. Von den einzelnen 
mit den BinSrvektoren pS3FNRNOST,pS3AP3NOST, pS3FNR:NP196. 

10 pS3EPS:NP196, pS3FNR:NP195, pS3EPS:NP195, pS3FNR:NODKund 

pS3EPS:NODk transformierten Agrobakterium-StSmmen wurde jeweils eine Uber- 

^ naclitkultur in YEB Medium mit Kanamycin (20 mg/l) bei 28 "C kultivlert und die Zellen 
zentrifugiert.Das Bakterienpellet wurde mitflQssigem MS Medium (3% Saccharose, 
pH 6,1) resuspendlert und auf eine optische DIchte von 0,3 (bel 600 nm) eingeslelit. 

1 5 Die vorkultivierten Explantate wurden in die Suspension iiberf uhrt und fur 30 Minuten 
bel Zimmertemperatur unter lelchtem SchQtteIn inkubiert. AnschlieSend wurden die 
Explantate mit sterilem RIterpapier getrocknet und fOr die dreitagige Co-Kultur^(2rC) 
auf ihr Vorkulturmedlum zurQck geiegt. 

20 Nach der Co-kultur wurden die Explantate auf MSZ2 Medium (MS pH 6,1 + 3% Sac- 
charose, 2 mg/l Zeatin, 100 mg/l Kanamycin, 160 mg/l Timentin) transferiert und fur die 
selektive Regeneration bei 21 »C unter Schwachllcht Bedingungen (20-100 jiE, Licht- 
rhythmus 16h/8h) aufbewahrt. Aller zwei bis drel Wochen erfolgte der Transfer der 
Explantate bis sich Sprosse bilden. Klelne Sprosse konnten vom Explantat abgetrennt 

Wb werden und auf MS (pH 6,1 + 3% Saccharose) 160 mg/l Timentin, 30 mg/l Kanamycin, 
0,1 mg/l lAA bewurzelt wenJen. Bewurzelte Pflanzen wurden ins GewSchshaus uber- 
fuhrl. 

GemSB der oben beschriebenen Transformationsmethode wurden mit folgenden Ex- 
30 pressionskonstrukten folgende Union erhalten: . 

Mit pS3FNR:NOST wurde erhalten: MSP101-1, MSP101-2, MSP101-3 

Mit pS3AP3:NOST wurde erhalten: MSP103-1, MSP103-2, MSPi03-3 

35 
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MitpS3FNR:NP196 wurde erhalten: MSP1 05-1. MSP1 05-2. MSP105-3 
MitpS3EPS:NP196 wurde erhalten: MSP107-1. MSP107-2. MSP107-3 
Mit pS3FNR:NP195 wurde erhalten: MSP109-1. MSP109-2. MSP109-3 
Mit pS3EPS:NP195 wurde erhalten: MSP111-1, MSP1 11-2. MSP111-3 
Mit pS3FNR:NODK wurde erhalten: MSP113-1, MSP113-2. MSP113-3 
Mit pS3EPS:NODK wurde erhalten: MSP115-1, MSP115-2. MSP115-3 
Beispiel 16: 

Herstellung transgener Tagetes Pflanzen 

Tagetessamen warden sterillsiert und auf Keimungsmedium (MS-Medlum; Murashige 
and Skoog. Physiol. Plant. 15(1962). 473-497) pH 5.8. 2% Saccharose) aufgelegt. Die 
Keimung erfolgt in einem Temperatur/Ucht/Zeitlntervall von 18-28'»C/20-200 nE/3 - 16 
Wochen. bevorzugt jedoch bel 2rC. 20-70 jxE. fOr 4-8 Wochen. 

Alle Blatter der sich bis dahin entwickelten In vitro RIanzen warden geerntet und quer 
zur Mittalrippa geschnltlen. Die dadurch entstehendan Blattaxplantate mit einer GroBe 
vonIO - 60 mm^ warden Im Verlaufe der Praparation In flQssigem MS - Medium bai 
Raumtemparatur f Or maximal 2 h auf bawahrt. 

Ein bellebiger Agrobakterium tumefaclans Stamm. bevorzugt aber ein supervirulenter 
Stamm. wie z.B. EHA105 mit einem entsprechendan BInarplasmid. das ein Selekti- 
onsmarkargan (bevorzugt bar Oder pal) sowie ain odar mehrere Trait- oder Reporter- 
gene tragan kann wird (pS5FNR:NOST.pS5AP3:NOST pS5FNR:NP196. 
30 pS5EPS:NP196. pS5FNR:NP195. pS5EPS:NP195. pS5FNR:NODK und 

pS5EPS:NODK), Qber Nacht angezogan und fQr die Co-Kultivierung mit dem Blattma- 
terlal venwendat. Die Anzucht des Bakterlenstammas kann wie folgt erfolgen: Eine Ein- 
zelkolonie des entsprechendan Stammes wird in YEB (0.1 % Hefeextrakt. 0.5 % Rind- 
flelschextrakt. 0.5 % Pepton. 0,5 % Saccharose. 0.5 % Magnesiumsulfat x 7 HaO) mit 
35 25 mg/l Kanamycin angalmpft und bai 280C fur 16 bis 20 h angezogen. AnschlieBend 
wird die Bakteriensuspension durch Zantrifugation bel 6000 g fQr 10 min geerntet und 
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derart in flOssigem MS Medium resuspendiert, daB eine ODeoo von ca. 0,1 bis 0,8 ent- 
stand.Diese Suspension wird fuer die C-Kultivlerung mit dem Blattmaterial verwendet. 

Unmittelbar vor der Go-Kultivierung wird das MS-Medium, In dem die Blatter aufbe- 
5 wahrt worden sind, durch die Bakteriensuspension ersetzt. Die Inl^ubation der Blatt- 
chen in der Agrobakterlensuspenslon erfolgte fur 30 min unter leichtem Schuttein bei 
Raumtemperatur. AnschlieSerid werden die infizierten Explantate auf ein mit Agar (z.B. 
0.8 % Plant Agar (Duchefa, NL) verfestigtes MS-Medium mit Wachstumsregulatoren, 
wie beispielsweise 3 mg/l Benzylaminopurin (BAP) sowie 1 mg/l Indolylessigsaure 

10 (lAA) aufgelegt. Die Orientierung der Blatter auf dem Medium ist bedeutungslos. Die 
Kultivierung der Explantate f indet fur 1 bis 8 Tage, bevorzugt aber f Qr 6 Tage statt, da- 

^ bei konnen folgende Bedingungen angewendet werden: LIchtintensltat: 30-80 • 

~ |xMol/m^ X sec, Temperatur: 22 - 24°C, hell/dunkel Wechsel von 16/8 Stunden. An- . 
schlieBend werden die co-kultivierten Explantate auf frisches MS-Medium, bevorzugt 

15 mit den gleichen Wachsturtisregulatoren Qbertragen, wobei dieses zweite Medium zu- 
satzlich eIn Antibiotlkum zur Unterdruckung des Bakterienwachstums enthalt. Timentin 
in einer Konzentration von 200 bis 500 mg/l ist fur diesen Zweck sehr geeignet. Als 
zweite seleklive Komponente wird eine fQr die Selektlon des Transformationserfolges 
eingesetzt. Phosphinothricin In einer Konzentration von 1 bis'5 mg/l selekliert sehr effi- 

20 zient, aber auch andere selektive Komponenten gemaB des zu verwendenden Verfah- 
rens sind denkbar. 

Nach jeweils eIn bis drei Wochen erfolgt der Transfer der Explantate auf frisches Medi- 
um bis sich SproBknospen und kleine Sprosse entwickein, die dann auf das gleiche 
Basalmedlum einschlieBlich Timentin und PPT oder alternative Komponenten mit 
Wachstumsregulatoren, nSmlich z.B. 0,5 mg/l IndolylbuttersSure (IBA) und 0,5 mg/l 
Gibberlllinsaure GA3, zur Bewurzelung Qbertragen werden. Bewurzelte Sprosse kon- 
nen ins GewSchshaus OberfQhrt werden. 

30 Zusatzlich zu der beschrlebenen Methode sind folgende vorteilhafte Modifikationen 
moglich: 

Bevor die Explantate mit den Bakterien infiziert werden, konnen sie fur 1 bis 12 Tage, 
bevorzugt 3-4, auf das oben beschriebene Medium fCir die Co-Kultur vorinkubiert 
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werden. AnschlieBend erfolgt die Infektlon. Co-Kultur und selektlve Regeneration wie 
oben besclirieben. 

Der pH Wert fur die Regeneration (normalenweise 5,8) kann auf pH 5,2 gesenkt wer- 
5 den. Dadurch wird die Kontrolle des Agrobalcterienwachstums verbessert. 

Die Zugabe von AgNOa (3-10 mg/l) zum Regenerationsmedium verbessert den Zu- 
stand der Kultur einsclilieBlich der Regeneration selbst. 

10 Komponenten. die die Phenolbildung reduzieren und dem Fachmann bekannt sind. wie 
2.B. Zitronensaure, AscorbinsSure. PVP u.v.a.m.. wirken sich positiv auf die Kultur aus. 

B Fur das gesamte Verfahren kann auch flussiges Kulturmedium Venwendung f inden. Die 
Kultur kann auch auf handelsiiblichen Tragern, die auf dem flussigen Medium positio- 
15 niert werden inkubiert werden. 

Gema3 der oben beschriebenen Transformationsmetlnode wurden mitfolgenden Ex- 
pressionskonstrukten folgende Linien erlialten: 

20 Mit pS5FNR:NOST wurde beispielswelse erhalten: MSP102-1, MSP102-2. MSP102-3. 
Mit pS5AP3:NOST wurde beisplelsweise eriialten: MSP104-1 , MSP104-2. MSP104-3 
Mit pS5FNR:NP196 wurde erhalten: MSP106-1. MSP106-2, MSP106-3 
Mit pS5EPS:NP196 wurde erhalten: MSP108-1. MSP108-2. MSP108-3 
Mit pS5FNR:NP195 wurde erhalten: MSP110-1. MSP110-2. MSP110-3 
30 Mit pS5EPS:NP195 wurde erhalten: MSP112-1. MSP112-2. MSP112-3 
Mit pS5FNR:NODK wurde erhalten: MSP1 1 4-1, MSP1 14-2. MSP114-3 
MitpS5EPS:NODK wurde erhalten: MSP116-1, MSP116-2, MSP116-3 

35 
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Beispiel 17 

Charakterisierung der transgenen PflanzenblQten 
Beispiel 9.1 

5 Trennung von Carotinoldestern in Blutenblattern transgener Pflanzen 
Allgemeine Arbeitsvorsciirift: 

Die Blutenblatter der transgenen Pflanzen werden in flussigem Stickstoff gemorsert 
1 0 und das Petalenpulver (etwa 40 mg) mit 100% Aceton extrahiert (dreimal je 500 ul). 

Das Losungsmlttel wird evaporiert und die Carotinoide in 100-200 ul Petrolether/Aceton 
(5:1, v/v) resuspendiert. 

• 

Die Carotinoide werden In konzentrierter Fonn mittels Dunnschiclit-Chromatographie 
1 5 (TLC) auf SilicaSO F254- Flatten (Merck) in einem organischen Laufmittel (Petrol- 
ether/Aceton; 5:1) entsprechend ihrer Piiobizitat aufgetrennt. Gelbe (Xanthophyllester), 
rote (Ketocarotlnoidester) und orange Banden (Mischung aus Xanthophyll- und Ketpca- 
rotinoidestern)auf der TLC werden ausgekratzl. ^ 

. « 

20 Die an Silica gebundenen Carotinoide werden dreimal mit 500 ul Aceton eluiert, das 
Losungsmittel evaporiert und die Carotinoide mittels HPLC aufgetrennt und identifiziert. 

Mittels etner C30-reverse phase-Saule kann zwischen Mono- und Diestern der Caroti- 
noide unterschieden werden. HPLC-l-aufbedingungen waren nahezu identisch mit ei- 
^5 ner publizierlen Metfiode (Frazer et al,(2000), Plant Journal 24(4): 551-558). Folgende 
Verfahrensbedingungen wurden eingestellt. 

Trennsaule: Prontosil C30-Saule, 250 x 4,6 mm, (Bischoff, Leonberg) 
Flussrate: 1 .0 ml/min 
30 Eluenten: Laufmittel A - 100% Methanol 

Laufmittel B - 80% Methanol, 0.2% Ammoniumacetat 

Laufmittel C - 100%t-Butyl-methylether 



35 
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Zeit 


Flussrate 


% Laufmittel A 


% Laufmittel B 


% Laufmittel C 


12.0 


1.0 


95.0 


5.0 


0 


12.1 


1.0 


80.0 


5.0 


15.0 


22.0 


1.0 


76.0 


5.0 


19.0 


22.0 


1.0 


66.5 


5.0 


28.5 


38.0 


1.0 


15.0 


5.0 


80.0 


45.0 


1.0 


95.0 


5.0 


0 


46.0 


1.0 


95.0 


5.0 


0 


46.1 


1.0 


95.0 


5.0 


0 



1^ Detektion: 300 - 500 nm 
5 Eine Identiflzierung der Carotlnoide ist aufgrund der UV-VIS-Spektren moglich. 

Petalenmaterial der transgenen Tomatenpflanzen wird gemorsert und mit Aceton ext- 
rahiert. Extrahierte Carotlnoide werden mittels TLC aufgetrennt. In den LInien kdnnen 
Mono- und Dlester von Ketocarotinoiden detektlert werden; die Monoester sind In deut- 
10 lich geringerer Konzentratlon als die Dlester vorhanden. 

Beispiel 18 

Enrymatlsche Hydrolyse von Carotinoldestern und Identiflzierung der Carotlnoide 
15 Allgemeine Arbeitsvorschrlft 

^ Gemorserles Petalenmaterial (30-100 mg Frischgewlcht) wird mit 100% Aceton (drei- 
mal 500UI; Jewells etwa 15 Minuten schutteln) extrahiert. Das Losungsmittel wird eva- 
porlert. Carotlnoide werden anschlieBend In 495 ul Aceton aufgenommen. 4,95 ml Ka- 
20 lium-phosphatpuff er (1 00 mM, pH7.4) zugegeben und gut gemlscht. Danach erfolgt die 
Zugabe von ca. 17 mg Bile-Saize (Sigma) und 149 ul einer NaCI/CaCI2-L5sung (3M 
NaCI und 75 mM CaCi2). Die Suspension wird fOr 30 Minuten bel 37C inkubiert. Fur 
die enzymatische Hydrolyse der Carotinoidester wird 595 ^il eIner Upaselosung (50 
mg/ml Lipase Typ7 von Candida rugosa(Sigma)) zugegeben und unter Schutteln bei 
25 37C inkubiert. Nach etwa 21 Stunden erfolgte nochmals eine Zugabe von 595 ]ii Lipa- 
se mit erneuter Inkubation von mindestens 5 Stunden bel 37C. AnschlieRend werden 
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etwa ca. 700 mg Na2SO4x10H20 in der Losung getdst Nach Zugabe von 1800 jil Pet- 
rolether werden die Carotinolde durch kraftig Mischen in die organische Phase extra- 
hiert. Dieses Ausscliutteln wird solange wiederholt, bis die organische Phase frablos 
bleibt. Die Petroletherfralrtionen werden vereinigt und der Petrolether evaporiert. Freie 
Carotinoide werden in 100-120 ul Aceton aufgenommen. Mittels HPLC und C30- 
reverse phase-Saule l<6nnen freie Carotinoide aufgrund von Retentionszeit und UV- 
VlS-Spektren.identifiziert werden. 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden durch Kultivierung von genetisch 
verSnderten Organismen, die im Vergleich zum Wildtyp eine veranderte Ketola- 
se-Aktivitat aufweisen, und die veranderte Ketolase-AktivitSt durch eine Ketolase 
verursacht wird, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO, 2 oder eine 
von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaure- 
ebene mit der Sequenz SEQ, ID. NO, 2 aufweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man Organismen 
verwendet, die als Wildtyp bereits eine Ketolase-Aktivitat aufweisen, und die 
genetlsche VerSnderung eine Erhdhung der Ketolase-Aktivitat im Vergleich zum 
Wildtyp bevArtrkt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man zur Erhohung 
der Ketolase-Aktivitat die Genexpression einer Nukleinsdure, kodterend^ine 
Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ, ID, NO. 2 oder eine von 
dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf 
Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO, 2 aufweist, gegenQber dem 
Wildtyp erhaht. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass man zur Erhohung 
der Genexpression Nukleinsauren in den Organismus elnbringt, die Ketolasen 
kodieren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von die- 
ser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abge- 
leitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene 
mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man Organismen 
verwendet, die als Wildtyp keine Ketolase-Aktivitat aufweisen und die genetische 
Veranderung eine Ketolase-Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp verursacht. 

6- Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass man genetisch ver- 
anderte Organismen verwendet, die transgen eine Ketolase, enthaltend die Ami- 

Fig/Seq 
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nosSuresequenz SEQ, ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substituti- 
on, Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Iden- 
titat von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 
2 aufweist, exprinnieren. 

Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass man zur Ver- 
ursachung der Genexpression Nukleinsauren in die Organismen elnbringt, die 
Ketolasen kodieren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder 
eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Amino- 
sauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf Amino- 
saureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

Verfahren nach Anspruch 5 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass man Nuklein- 
sauren, enthaltend die Sequenz SEQ. ID. NO. 1 einbringt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Organismen zusatzlich gegenuber dem Wildtyp eine erhohte Aktivitat mfndes- 
tens einer der Aktivitaten, ausgewahit aus der Gruppe Hydroxylase-Aktivitat und 
p-Cyclase-Aktlvitat, aufweisen. 

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet. dass man zur zusStzli- 
chen ErhShung mindestens einer der Aktivitaten, die Genexpression mindestens 
einer Nukleinsaure ausgewShIt aus der Gruppe Nukleinsauren, kodierend eine 
Hydroxylase, und NukleinsSuren, kodierend eine p-Cyclase, gegenOber dem 
Wildtyp erhoht. 

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass man zur Erhohung 
der Genexpression mindestens eine Nukleinsaure ausgewahit aus der Gruppe, 
Nukleinsauren kodierend eine Hydroxylase und Nukleinsauren kodierend eine p- 
Cyclase In den Organismus einbringt, 

Verfahren nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man als Nuklein- 
saure, kodierend eine Hydroxylase, Nukleinsauren einbringt, die eine Hydroxyla- 
se kodieren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ ID NO: 16 oder eine von 
dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren 
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abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 20 % auf Aminosaure- 
ebene mit der Sequenz SEQ ID NO: 16 aufweist. 

Verfahren nach Anspmch 12, dadurch gekennzeichnet, dass 

man Nukleinsauren, enthaltend die Sequenz SEQ ID NO: 15 einbringt. 

Verfahren nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man als Nuklein- 
saure, kodierend eine p-Cyclase, Nukleinsauren einbringt, die eine p-Cyciase 
kodleren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ ID NO: 18 oder eine von die- 
ser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abge- 
leitete Sequenz, die eine IdentitSt von mindestens 20 % auf AminosSureebene 
mit der Sequenz SEQ ID NO: 18 aufweist. 

Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass 

man Nukleinsauren, enthaltend die Sequenz SEQ ID NO: 17 einbringt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet dass 
man nach dem Kultivieren die genetisch veranderten Organismen emtet und an- 
schlieBend die Ketocarotinoide aus den Organismen Isoliert. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet daB 
man als Organismus einen Organismus verwendet, der als Ausgangsorganis- 
mus natOrlichenweise oder durch genetische Komplementierung oder Umregulie- 
rung von Stoffwecheseiwegen in der Lage ist, Carotinoide herzustellen. 

Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB 
man als Organismen Mikroorganismen oder Pflanzen verwendet. 

Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB man als Mikroorga- 
nismen Bakterien, Hef en, Algen oder Pilze venwendet. 

Verfahren nach Anspruch 19, dadurchgekennzeichnet, daB die Mikroorganismen 
ausgwahit sind aus der Gruppe Escherichia, Erwinia, Agrobacterium, Flavobac- 
terium, Alcaligenes, Paracoccus, Nostoc, Cyanobakterien der Gattung Synecho- 
cystis, Candida, Saccharomyces, IHansenula, Phaffia, Pichia, Aspergillus, Tri- 
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choderma. Ashbya. Neurospora. Blakeslea, Phycomyces, Fusarium, 
coccus. Phaedactylum tricomatum. Vo/vox oder Dunaliella. 



Verfahren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet, daB man als Organis- 
mus Pflanzen verwendet. 

Verfahren nach Anspruch 21. dadurch gekennzeichnet. dass man als Pflanze 
eine Pflanze, ausgewahit aus den Familien Ranunculaceae, Berberidaceae, Pa- 
paveraceae, Cannabaceae. Rosaceae. Fabaceae. Unaceae. Vitaceae, Brassi- 
ceae. Cucurbitaceae, Primulaceae, Caryophyllaceae. Amaranthaceae, Gentia- 
naceae, Geraniaceae. Caprifoliaceae. Oleaceae, Tropaeolaceae. Solanaceae. 
Scrophulariaceae. Asteraceae, Liliaceae. Amaryllidaceae. Poaceae. Orchida- 
ceae, Malvaceae, liliaceae oder Lamiaceae verwendet. 

Verfahren nach Anspruch 22. dadurch gekennzeichnet, dass man als Pflanze 
eine Pflanze, ausgewahit aus den Pflanzengattungen Marigold. Tagetes erecta, 
Tagetes patula. Acacia. Aconitum, Adonis, Arnica. Aqulegia, Aster, Astragalus. 
Bignonia. Calendula. Caltha. Campanula. Canna. Ceritaurea. Cheiranthus. 
Chrysanthemum. Citrus, Crepis. Crocus. Curcutfelta. Cytisus. Delonia, Delphini- 
um, Dianthus. Dimorphotheca. Doronicum, Eschscholtzia. Forsythia. Fremontia, 
Gazania, Gelsemium, Genista. Gentiana, Geranium. Gerbera, Geum. Grevillea. 
Helenium, Helianthus, Hepatica, Heracleum. HIsbiscus, Heliopsis, Hypericum. 
Hypochoeris, Impatiens. Iris, Jacaranda. Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leonto- 
don, Lilium, LInum, Lotus. Lycoperslcon. Lysimachia, Maratia. Medicago, Mimu- 
lus. Narcissus, Oenothera, Osmanthus. Petunia. Photinia, Physalls. Phyteuma. 
Potentilla. Pyracantha, Ranunculus. Rhododendron. Rosa. Rudbeckia, Senecio, 
Silene. Silphium, Sinapsis. Sorbus. Spartlum, Tecoma, Torenia,Tragopogon, 
TroUius, Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, Viola oder Zinnia venwendet. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 23. dadurch gekennzeichnet. dass 
die Ketocarotinoide ausgewahit sind aus der Gruppe Astaxanthin, Cantha- 
xanthin, Echinenon, 3-Hydroxyechinenon, 3'-Hydroxyechlnenon, Adonirubin und 
Adonixanthin. 
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25. Genetisch veranderter Organismus, wobei die genetische Veranderung die Akti- 
vitat einer Ketolase 



A fur den Fall, dass der Wildtyporganismus bereits eine Ketolase-Aktivitat auf- 
5 weist, gegenuber dem Wildtyp erhoht und 

B fOr den Fall, dass der Wildtyporganismus keine Ketolase-AktivitStaufweist, ge- 
genuber dem Wildtyp verursacht 

10 und die nach A erhohte Oder nach B verursachte Ketolase-Aktivitat durch eine 

Ketolase verursacht wird, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID, NO, 2 

W Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Deletion von 

AminosSuren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf 
AminosSureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO, 2 aufweist 

15 

26. Genetisch veranderter Organismus nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Erhohung Oder Vemrsachung der Ketolase-Aktivitat durch eine Erho- 
hung Oder Verursachung der Genexpression einer Nukleinsaure, kodierend eine 
Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ, ID. NO. 2 Oder eine von die- 
20 ser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Deletion von AminosSuren abge- 

leitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % auf AmlnosSureebene 
mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, gegenuber dem Wildtyp bewirkt wlrd. 

Genetisch verSnderter Organismuse nach Anspruch 26, dadurch gekennzeich- 
net, dass man zur Erh6hung oder Verursachung der Genexpression NukleinsSu- 
ren in den Organismus einbringt, die Ketolasen kodieren, enthaltend die Amino- 
sauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 
Insertion oder Deletion von Aminosduren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat 
von mindestens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 
aufweist. 



27. 



25 



30 



28. 



Genetisch veranderter Organismus, enthaltend mindestens eine transgene Nuk- 
leinsaure, kodierend eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. 
NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Deletion 
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von AminosSuren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 42 % 
auf Aminosaureebene mlt der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

Genetisch veranderter Organismus, enthaltend mindestens zwei endogene Nuk- 
leinsauren, kodierend eine Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ. ID, NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder 
Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindes- 
tens 42 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

Genetisch veranderter Organismus nath einem der Anspruche 25 bis 29, da- 
durch gekennzeichnet, dass die genetische Veranderung zusatzlich mindestens 
eine der Akllvitaten, ausgewShlt aus der Gruppe Hydroxlase-AktivitSt und p- 
Gyclase-Aktivitat gegenuber dem Wildtypp erhoht. 

Genetisch veranderter Organismus nach einem der Anspruche 25 bis 30, da- 
durch gekennzeichnet daB er als Ausgangsorganismus natQrIichenweise Oder 
durch genetische Komplementierung in der Lage ist, Carotinoide herzustellen. 

. c 

Genetisch veranderter Organismus nach einem der Anspruche 25 bis 31 , aus- 
gewShlt aus der Gruppe Mikroorganismen Oder Pflanzen. 

Genetisch veranderter Mikroorganismus nach Anspruch 32, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Mikroorganismen ausgewahit sind aus der Gruppe Bakterien, 
Hefen, Algen oder Pilze. 

Genetisch veranderter Mikroorganismus nach Anspruch 33, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Mikroorganismen ausgwahit sind aus der Gruppe Escherichia, 
Erwinla, Agrobacterium, Flavobacterium, Alcaligenes, Paracoccus, Nostoc, Cya- 
nobakterien der Gattung Synechocystis, Candida, Saccharomyces, Hansenula, 
Pichia, Aspergillus, Trichoderma, Ashbya, Neurospora, Blal<eslea, Phycomyces, 
Fusarium, Haematococcus, Phaedactylum tricornatum, Volvox oder Dunaliella. 

Genetisch veranderte Pflanze nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Pflanzen ausgewahit sind aus den Familien Ranunculaceae, Berberidaceae, 
Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, Linaceae, Vitaceae, Bras- 
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siceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Caryophyllaceae, Amaranthaceae, 
Gentianaceae, Geranlaceae, Caprifoliaceae, Oleaceae, Tropaeolaceae, 
Solanaceae, Scrophulariaceae, Asteraceae, Liliaceae, Amaryllidaceae, 
Poaceae, Orchidaceae, Malvaceae, liliaceae Oder Lamiaceae verwendet. 

5 

36. Genetisch veranderte Pflanze nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass 
Pflanzen ausgewahit sind aus den Pflanzengattungen Marigold, Tagetes erecta, 
Tagetes patula, Acacia, Aconitum, Adonis, Arnica, Aqulegia, Aster, Astragalus, 
Bignonia, Calendula, Caltha, Campanula, Canna, Centaurea, Cheiranthus, 

10 Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbita, Cytisus, Delonia, Delphini- 

um, Dianthus, Dimorphotheca, Doronicum, Eschscholtzia, Forsythla, Fremontia, 
9 Gazania, Gelsemium, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, Greviliea, 

Helenium, Helianthus, Hepatica, Heracleum, Hisbiscus, Heliopsis, Hypericum, 
Hypochoeris, Impatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leonto- 

15 don, Liiium, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, Medicago, Mimu- 

lus, Narcissus, Oenothera, Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, 
Potentilla, Pyracantha. Ranunculus, Rhododendron, Rosa, RudbeckIa, ^enecio, 
Silene, Sllphium, Sinapsis, Sorbus, Spartium, Tecoma^ Torenia, Tragopogon, 
Trollius, Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, Viola Oder Zinnia venA^endet. 

20 

37. Verwendung der genetisch verSnderlen Organlsmen nach einem der AnsprOche 
25 bis 36 als Futler- oder Nahrungsmittel. 

^ 38. Verwendung der genetisch veranderten Organlsmen nach einem der AnsprOche 
25 25 bis 36 zur Herstellung von Ketocarotinoid-haltigen Extrakten oder zur Herstel- 

lung von Putter- und Nahrungserganzungsmittel, 

39. Ketolase, enthaltend die AminosSuresequenz SEQ. ID, NO. 8 oder eine von die- 
ser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminos^uren abge- 
30 leitete Sequenz, die eIne IdentltSt von mindestens 70 % auf Aminosaureebene 

mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 8 aufweist, mit der MaBgabe, dass die Amino- 
sauresequenzen SEQ ID NO: 4 nicht enthalten ist. 



35 



40. 



Ketolase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 6 oder eine von die- 
ser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von AminosSuren abge- 
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leitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 70 % auf Aminosaureebene 
mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 6 aufweist. 

41 . KetGlase, enthaltend die AminosSuresequenz SEQ. ID. NO. 12 oder eine von 
5 dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von AminosSuren 

abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 70 % auf Aminosaure- 
ebene mIt der Sequenz SEQ. ID. NO. 12 aufweist, mit der MaBgabe, dass die 
Aminosauresequenzen SEQ ID NO: 6 nicht enthalten ist. 

10 42. Ketolase, enthaltend die AminosSuresequenz SEQ. ID. NO. 49 oder eine von 
dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von AminosSurea 

" abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 50 % auf Aminosaure- 

ebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 49 aufweist, mit der MaBgabe, dass die 
Aminosauresequenzen SEQ ID NO: 47 nicht enthalten ist. 

15 

43. Nukleinsaure, kodierend ein Protein gemaB einem der Anspruche 39 bis 42, mit 
der MaBgabe, dass die Sequenz SEQ ID NO: 5 nicht enthalten Ist. 

44. Verwendung eines Proteins, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 4. 
20 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von 

AminosSuren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 70 % auf 
Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 4 und die Elgenschaft einer 
Ketolase aufweist, als Ketolase. 

25 45. Verwendung eines Proteins, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 6 
Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von 
Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 65 % auf 
Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 6 und die Elgenschaft einer 
Ketolase aufweist, als Ketolase. 

30 

46. Verwendung eines Proteins, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 
47 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von 
Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 50 % auf 
Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 47 und die Elgenschaft einer 
35 Ketolase aufweist, als Ketolase. 
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Verfahren zur Herstellung von Ketocarotlnoiden in genetisch verSnderten Organismen 



Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Ketocarotlnoiden 
durch Kultivierung von genetisch verSnderten Organismen. die Im Vergleich zum Wlld- 
typ eine veranderte Ketolase-Alctlvitat aufweisen. die genetisch verSnderten Organis- 
men, sowie deren Venwendung als Nahmrigs- und Futtermittel und zur Herstellung von 
Ketocarotinoidextralcten. 
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20 
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rrrtt- aacf etc act cta ate teg tat gga eta etc cct tat aaa 
Phe Se IS lyt ^eu leu lie Leu Tyr Gly I^u Leu Pro Tyr Lys 



100 



210 



35 225 



?J III ?S If- ^ ill ^ ?S g 5S SI StI h!| 

225 230 

♦-=.^ r-aa efct cct tag tag aaa tta cct gaa get- cac aaa ata 

pro §?n Leu Pro ^ I-YS Leu Pro Glu Ala His Lys He 



336 



384 



432 



480 



528 



c ♦-4-=i ^■frf aaa aaa cat taa tta cac cac gga cat cct ggt act gat 

^ lip Le^ Le^ lys Lys nil Leu His His Gly His Pro Gly Thr Asp 

115 120 

^ ^^i. „*. ^-,f t-ac aat aat cat ccc caa aac ttc ttt ctt tgg 

10 Leu Its III lip Sr gr Isn Ify His Pro Gin Asn Phe Phe Leu Trp 
130 135 J-^^ 

^ afcr aaa tct tat tgg cga tgg acg caa att ttc gga 

Sr Leu Hts Ihe Me? LyI III Tyr T?? A?g Trp Thr Gin He Phe Gly 
15 145 150 

att ttt cat gga ctt aaa aat ctg gtg cat ata cca gaa 
^eu ^11 Mel xll Phe His Ify Leu Lys Asn Leu Val His He Pro Glu 

^ ==,1- hta att ata ttt tgg atg ata cct tct att tta agt tck gta 576 
• Ain J^u III xll Phe 5S Me? lie Pro Ser He Leu Ser Ser Val 

180 

4-*. 4- i-ff crcft aca ttt ttg cct cat aaa aag cta gaa ggt 

%ln lln Ihe 5yr p£e Ify ^r Phe Le? Pro His Lys Lys Leu Glu Gly 
X95 200 

30 SS ^ ?S L'S So SS IS fx! IS Ill t^l iii 



624 



672 



720 



768 



245 250 

40 777 
tct tta taa 
Ser Leu 

45 

<210> 2 
<211> 258 
>0 <212> PRT 

<213> Nostoc sp. Strain PCC7120 



55 

<400> 2 

Met val Gin Cys Gin Pro Ser Ser Leu His Ser Glu Lys Leu Val Leu 
1 5 

60 

• Leu ser Ser Thr He Arg Asp Asp Lys Asn He Asn Lys Gly He Phe 



20 



65 



He Ala cys Phe He Leu Phe Leu Trp Ala He Ser Leu He Leu Leu 



35 



70 Leu ser He Asp Thr Ser He He His Lys Ser Leu Leu Gly He Ala 
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50 55 60 

Met Leu Trp 6ln Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe lie Thr Ala His 
5 65 70 75 

Asp Ala Met His Gly Val Val Tyr Pro Lys Asn Pro Arg He Asn Asn 
85 9" 

10 

Phe He Gly Lys Leu Thr Leu He Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Lys 
100 105 

ASP Leu Leu Lys Lys His Trp Leu His His Gly His Pro Gly Thr Asp 

Leu ASP pro ASP Tyr Tyr Asn Gly His Pro Gin Asn Phe Phe. Leu Trp 
130 135 14" 

9b Tyr Leu His Phe Met Lys Ser Tyr Trp Arg Trp Thr Gin He Phe Gly 

145 150 

Leu val Met He Phe His Gly Leu Lys Asn Leu Val His He Pro Glu 
30 "5 170 



35 



40 



Asn Asn Leu He He Phe Trp Met He Pro Ser He Leu Ser Ser Val 

Gly Tyr Thr Asn Pro His Cys Ala Arg Ser lie Pro Leu Pro Leu PHe 



180 185 

Gin Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Lys Lys- Leu Glu Gly 
195 200 -s"=» 



210 215 



45 Trp ser Phe Val Thr Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Lys Glu His His 



225 230 



Glu Tyr Pro Gin Leu Pro Trp Trp Lys Leu Pro Glu Ala His Lys He 



245 
Ser Leu 

55 

<210> 3 
<211> 789 

60 

<212> DNA 

<213> Nostoc punctiforme 

65 

<220> 

<221> CDS 

70 
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<222> (1)..(789) 
<223> 



<400> 3 

ttg aat ttt tgt gat aaa cca gtt age tat tat gtt gca ata gag caa 

Leu Asn Phe Cys Asp Lys Pro Val Ser Tyr Tyr Val Ala lie Glu Gin 
15 10 15 

tta agt get aaa gaa gat act gtt tgg ggg ctg gtg att gtc ata gta 
Leu Ser Ala Lys Glu Asp Thr Val Trp Gly Leu Val lie Val lie Val 
20 25 30 

att att agt ctt tgg gta get agt ttg get ttt tta eta get att aat 
lie lie Ser Leu Trp Val Ala -Ser Leu Ala Phe Leu Leu Ala lie Asn 
35 40 45 

tat gee aaa gtc eea att tgg ttg ata cct att gea ata gtt tgg eaa 
Tyr Ala Lys Val Pro lie Trp Leu lie Pro lie Ala lie Val Trp Gin 
50 55 60 

atg ttc ett tat aea ggg eta ttt att aet gca eat gat get atg. eat 
Met Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe lie Thr Ala His Asp Ala Met His 
65 70 75 80 

ggg tea gtt tat egt aaa aat cce aaa att aat aat ttt ate ggt tea 
Gly Ser Val Tyr Arg Lys Asn Pro Lys lie Asn Asn Phe lie Gly Ser 
85 90 95 

eta get gta gcg ett tac get gtg ttt eea tat eaa eag atg tta aag 
Leu Ala Val Ala Leu Tyr Ala Val Phe Pro Tyr Gin Gin Met Leu Lys 
100 105 110 

aat cat tge tta eat cat egt cat cct get age gaa gtt gac cca gat 
Asn His Cys Leu His His Arg His Pro Ala Ser Glu Val. Asp Pro Asp 
115 120 125 

ttt eat gat ggt aag aga aca aac get att ttc tgg tat etc eat ttc 
Phe His Asp Gly Lys Arg Thr Asn Ala lie Phe Trp Tyr Leu His Phe 
130 135 140 

atg ata gaa tac tec agt tgg eaa cag tta ata gta eta act ate eta 
Met lie Glu Tyr Ser Ser Trp Gin Gin Leu lie Val Leu Thr lie Leu 
145 150 155 ' 160 

ttt aat tta get aaa tac gtt ttg cac ate cat caa ata aat etc ate 
Phe Asn Leu Ala Lys Tyr Val Leu His lie His Gin lie Asn Leu lie 
165 170 175 

tta ttt tgg agt att cct cca att tta agt tec att eaa ctg ttt tat 
Leu Phe Trp Ser lie Pro Pro lie Leu Ser Ser He Gin Leu Phe Ty^^ 
180 185 190 

ttc gga aca ttt ttg cct eat ega gaa cce aag aaa gga tat gtt tat 
Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Arg Glu Pro Lys Lys Gly Tyr Val Tyr 
195 200 205 

cce cat tgc age eaa aea ata aaa ttg cca act ttt ttg tea ttt ate 
Pro His Cys Ser Gin Thr He Lys Leu Pro Thr Phe Leu Ser Phe He 
210 215 220 

get tge tac cac ttt ggt tat cat gaa gaa cat cat gag tat cce eat 
Ala Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro His 
225 230 235 240 

gta cct tgg tgg caa ett cca tet gta tat aag cag aga gta ttc aac 
Val Pro Trp Trp Gin Leu Pro Ser Val Tyr Lys Gin Arg Val Phe Asn 
245 250 255 



PF 54058 

5 

aat tea gta acc aat teg taa 
Asn Ser Val Thr Asn Ser 
260 

<210> 4 
<211> 262 
<212> PRT 

<213> Nostoc punctiforme 



<400> 4 

Leu Asn Phe Cys Asp Lys Pro Val Ser Tyr Tyr Val Ala He Glu Gin 
1 5 10 15 

Leu Ser Ala Lys Glu Asp Thr Val Trp Gly Leu Val He Val He Val 
20 25 30 

He He Ser Leu Trp Val Ala Ser Leu Ala Phe Leu Leu Ala He Asn 
35 40 45 

Tyr Ala Lys Val Pro He Trp Leu He Pro He Ala He Val Trp Gin 
50 55 60 

Met Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ala His Asp Ala Met His 
65 70 75 . , 80 

Gly Ser Val Tyr Arg Lys Asn Pro Lys He Asn Asn Phe He Gly Ser 
85 90 95 

Leu Ala Val Ala Leu Tyr Ala Val Phe Pro Tyr Gin Gin Met Leu Lys 
100 105 110 

Asn His Cys Leu His His Arg His Pro Ala Ser Glu Val Asp Pro Asp 
115 120 125 

Phe His Asp Gly Lys Arg Thr Asn Ala He Phe Trp Tyr Leu His Phe 
130 135 140 



Met He Glu Tyr Ser Ser Trp Gin Gin Leu He Val Leu Thr He Leu 
145 150 155 160 

Phe Asn Leu Ala Lys Tyr Val Leu His He His Gin He Asn Leu He 
165 170 175 

Leu Phe Trp Ser He Pro Pro He Leu Ser Ser He Gin Leu Phe Tyr 
180 185 190 



Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Arg Glu Pro Lys Lys Gly Tyr Val Tyr 
195 200 205 



PF 54058 



6 

Pro His Cys Ser Gin Thr lie Lys Leu Pro Thr Phe Leu Ser Phe lie 
210 215 220 



Ala Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro His 
225 230 235 240 



Val Pro Trp Trp Gin Leu Pro Ser Val Tyr Lys Gin Arg Val Phe Asn 
245 250 255 



Asn Ser Val Thr Asn Ser 
260 

<210> 5 
<211> 762 
<212> DNA 

<213> Nostoc punctiforme 
<220> 

<221> CDS 

<222> <1)..(762) 

<223> 



<400> 5 

gtg ate cag tta gaa caa cca etc agt cat caa gca aaa ctg act cca 
Val lie Gin Leu Glu Gin Pro Leu Ser His Gin Ala Lys Leu Thr Pro 
.1 5 10 15 

gta ctg aga agt . aaa tct cag ttt aag ggg ctt ttc att get att gtc 
Val Leu Arg Ser Lys Ser Gin Phe Lys Gly Leu Phe lie Ala lie Val 
20 25 30 

att gtt age gca tgg gtc att age ctg agt tta tta ctt tec ctt gae 
lie Val Ser Ala Trp Val lie Ser Leu Ser Leu Leu Leu Ser Leu Asp 
35 40 45 

ate tea aag eta aaa ttt tgg atg tta ttg cct gtt ata eta tgg caa 
lie Ser Lys Leu Lys Phe Trp Met Leu Leu Pro Val lie Leu Trp Gin 
50 55 60 

aca ttt tta tat aeg gga tta ttt att aca tct cat gat gcc atg cat 
Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ser His Asp Ala Met His 
65 70 75 80 

gge gta gta ttt ecc caa aac ace aag att aat cat ttg att gga aca 
Gly Val Val Phe Pro Gin Asn Thr Lys He Asn His Leu He Gly Thr 
85 90 95 

ttg ace eta tee ctt tat ggt ctt tta cca tat caa aaa eta ttg aaa 
Leu Thr Leu Ser Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Gin Lys Leu Leu Lys 
100 105 110 

aaa cat tgg tta eac eac cac aat cca gca age tea ata gae ccg gat 
Lys His Trp Leu His His His Asn Pro Ala Ser Ser He Asp Pro Asp 



115 



120 



125 



PF 54058 



ttt cac aat ggt aaa cac caa agt ttc ttt get tgg tat ttt cat ttt 
Phe His Asn Gly Lys His Gin Ser Phe Phe Ala Trp Tyr Phe His Phe 
130 135 140 

atg aaa ggt tac tgg agt tgg ggg caa ata att gcg ttg act att att 
Met I>ys Gly Tyr Trp Ser Trp Gly Gin He He Ala Leu Thr He He 
145 150 155 160 

tat aac ttt get aaa tac ata etc cat ate cea agt gat aat eta act 
Tyr Asn Ph.e Ala Lys Tyr He Leu His He Pro Ser Asp Asn Leu Thr 
165 170 175 

tac ttt tgg gtg eta ccc teg ett tta agt tea tta caa tta ttc tat 
Tyr Phe Trp Val Leu Pro Ser Leu Leu Ser Ser Leu Gin Leu Phe Tyr 
. 180 185 190 

ttt ggt act ttt tta ccc cat agt gaa cca ata ggg ggt tat gtt cag 
Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Ser Glu Pro He Gly Gly Tyr Val Gin 
195 200 205 

cet eat tgt gee caa aca att age cgt cet att tgg tgg tea ttt ate 
Pro His Cys Ala Gin Thr He Ser Arg Pro He Trp Trp Ser Phe He 
210 215 220 

aeg tge tat cat ttt ggc tac cac gag gaa cat cac gaa tat cet cat 
Thr Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro His 
225 230 235 240 

att tct tgg tgg cag tta cea gaa att tac aaa gea aaa tag 
He Ser Trp Trp Gin Leu Pro Glu He Tyr Lys Ala Lys 

245 250 

<210> 6 
<211> 253 
<212> PRT 

<213> Nostoe punetiforme 



<400> 6 

Val He Gin Leu Glu Gin Pro Leu Ser His Gin Ala Lys Leu Thr Pro . 
15 10 15 

Val Leu Arg Ser Lys Ser Gin Phe Lys Gly Leu Phe He Ala He Val 
20 25 30 

He Val Ser Ala Trp Val He Ser Leu Ser Leu Leu Leu Ser Leu Asp 
35 40 45 

He Ser Lys Leu Lys Phe Trp Met Leu Leu Pro Val He Leu Trp Gin 
50 55 60 

Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ser His Asp Ala Met His 
65 70 75 80 

Gly Val Val Phe Pro Gin Asn Thr Lys He Asn His Leu He Gly Thr 
85 90 95 



PF 54058 



10 



8 



Leu Thr Leu Ser Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Gin Lys Leu Leu Lys 
100 105 l-l-O 

Lys His Trp Leu His His His Asn Pro Ala Ser Ser lie Asp Pro Asp 
115 120 = 

Phe His Asn Gly Lys His Gin Ser Phe Phe Ala Trp Tyr Phe His Phe 
130 135 140 



15 Met Lys Gly Tyr Trp Ser Trp Gly Gin He lie Ala Leu Thr He lie 
145 150 

Tyr Asn Phe Ala Lys Tyr He Leu His lie Pro Ser Asp Asn Leu Thr 
20 1S5 17° ^'^ 



Tyr Phe Trp yal Leu Pro Ser Leu Leu Ser Ser Leu Gin Leu Phe Tyr 



180 



30 



Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Ser Glu Pro He Gly Gly Tyr Val Gin 

pro His cys Ala Gin Thr He Ser Arg Pro He Trp Trp Ser Phe He 
210 215 220 



35 Thr cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro Hxs 
225 230 

He Ser Trp Trp Gin Leu Pro Glu He Tyr Lys Ala Lys 
40 245 250 

<210> 7 

45 <211> 789 

<212> DNA 

<213> KOnstliche Secpienz 



<220> 
55 <221> CDS 

<222> (1)..(789) 
<223> 

60 

es III - ?a IS 5S ^ ?n - f - 

k IS III tit k K IS ?S f IS ill If. 'II ?2 

70 20 



PF 54058 



9 



n. 



aat cat tgc tta cat cat cgt cat cot get age gaa gtt gac cca gat 
hIs cJs Leu His His Arg His Pro Ala Ser Glu Val Asp Pro Asp 

120 ^■^^ 



ttt aat tta get aaa tac gtt ttg cac ate cat caa ata aat etc ate 
35 Phe £eu Kla Lys Tyr Val Leu His lie His Gin He Asn Leu He 

165 J-'O 



ftt taa aat att cct cca att tta agt tec att caa ctg ttt tat 
Leu Phe is sir He Pro Pro He Leu Ser Ser He Gin Leu Phe Tyr 
180 185 -L^" 

^^r. r^rt=^ ar-a i-tt tto cct cat cga gaa ccc aag aaa gga tat gtt tat 
PhS IS ^ p£e LeS Iro Tls A?g llu Pro Lys Lys Gly lVr Val Tyr 



«?0 act tae tac cac ttt ggt tat cat gaa gaa cat cat gag tat ccc cat 
^ Ali Ss Sr h!s Phe Gly Tyr His Glu Glu His Hxs Glu Tyr Pro Hxs 



225 ' " 230 235 



ata cet tgg tgg caa ett cca tct gta tat aag cag aga gta ttc aac 
55 vil Iro is S? Gin Leu Pro Ser Val Tyr Lys Gin Arg Val Phe Asn 

245 250 ^=>3 



aat tea gta acc aat teg taa 
Asn Ser Val Thr Asn Ser 
60 260 





<210> 


8 


65 


<211> 


262 




<212> 


PRT 




<213> 


Kiinstliche Sequenz 



144 



att att aat ctt tgg gta get agt ttg get ttt tta eta get att aat 
lie iJe %lr Leu ^ Va! Ala slr Leu Ala Phe Leu Leu Ala He Asn 
35 40 45 

^ tat gee aaa att eat aag tgg ttg ata cet att gca ata gtt tgg caa 192 
Tyr Ala Lys He His Lys Trp Leu He Pro He Ala He Val Trp Gin 
50 55 50 

in =h,T n-o ctt tat aca agg eta ttt att act gea eat gat get atg cat 
Me? Phi Lei Sr ^r GlJ Leu Phe He Thr Ala His Asp Ala Met Hxs 
65 70 75 

ggg tea gtt tat cgt aaa aat eee aaa att aat aat ttt ate ggt tea 
15 Gly ser Val Tyr Arg Lys Asn Pro Lys He Asn Asn Phe He Gly Ser 

85 ?0 

rr^t- cTta aca ctt tae get gtg ttt eea tat caa cag atg tta aag 
LeS K^a v2 111 LeS Sr ila Va! Phe Pro TVr Gin Gin Met Leu Lys 
20 100 



240 



288 



336 



384 



115 

|ts s& XI ^% 11 lis in IS s S'. Ill ss IS 
^ SI S III '^i SI §!s IS |i| ?it f.J ?ii ill i "° 

145 150 



528 



57 6 



624 



195 200 205 

ccc cat tgc age caa aca ata aaa ttg cca act ttt ttg tea ttt ate 672 
III nil C?s llr Gin Thr He Lys Leu Pro Thr Phe Leu Ser Phe He 
^ 210 215 



720 



768 



789 



70 



PF 54058 



10 



<400> 8 

5 Met Asn Phe Cys Asp Lys Pro Val Ser Tyr Tyr Val Ala He Glu Gin 
1 5 10 " 

Leu ser Ala Lys Glu Asp Thr Val Trp Gly Leu Val He Val He Val 
10 20 25 

He He Ser Leu Trp Val Ala Ser Leu Ala Phe Leu Leu Ala He Asn 
35 

15 

Tyr Ala Lys He His Lys Trp Leu He Pro He Ala He Val Trp Gin 
50 55 



• Met Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ala His Asp Ala Met His 

65 ''^ 

Gly ser Val Tyr Arg Lys Asn Pro Lys He Asn Asn Phe He Gly Ser 



85 



Leu Ala val Ala Leu Tyr Ala Val Phe Pro Tyr Gin Gin Met Leu Lys 
30 • 100 105 

Asn His cys Leu His His Arg His Pro Ala Ser Glu Val Asp Pro Asp 
115 120 

35 



Phe His ASP Gly Lys Arg Thr Asn Ala He Phe Trp Tyr. X.eu His Phe 
130 135 1*" 



Met He Glu Tyr Ser Ser Trp Gin Gin Leu He Val Leu Thr He Leu 
145 150 

45 Phe Asn Leu Ala Lys Tyr Val Leu His He His Gin He Asn Leu He 

# Leu Phe Trp Ser He Pro Pro He Leu Ser Ser He Gin Leu Phe Tyr 

180 185 



Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Arg Glu Pro Lys Lys Gly Tyr Val Tyr 
195 200 

55 

pro His cys ser Gin Thr He Lys Leu Pro Thr Phe Leu Ser Phe He 
210 215 



60 



Ala cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro His 



225 



230 



« m oi« T«,i P-ro Ser Val Tyr Lys Gin Arg Val Phe Asn 
65 Val Pro Trp Trp Gin Leu Pro ber vaj. xy^ y » 



Asn Ser Val Thr Asn Ser 
70 260 



PF 54058 



11 



10 



<210> 9 

<211> 789 

<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 



<220> 
15 <221> CDS 

<222> (1) . . (789) 



20 



<223> 



<400> 9 . X. i-at att aca ata gag caa 48 

S^l If. p So ?S IS ^ XX, 0|u =xn 



III it^s sr„ f.! IP IS 5^! s 



40 



45 



50 



96 



144 



30 20 25 

|£ is Si f -2 - - - S° ^° - 

35 ^t.;^ cct att gca ata gtt tgg caa 192 

240 



SI ?i! IS IS 5s r.s IS r.^ lu I'a IS ?H is ss 

50 5^ 

gl S5 ^ ^ Sg !S JSi IS IS Ifa SS S^ Si! SS 

i IS Si Si "i - SJ3' IP "i "i - - f 

Si ?S! SI Si Si ?i! iii - -i - a? ss tji 

100 

^i 5S iis Si Si s si si si is si ss st si 

115 120 

" Si Si S!J IS 1 SJ Si IS lis 5S Si Sii Si lil 

130 135 



288 



336 



384 



^ sii IS IS s? lii Si s §s ss S5 IS ?ii ss isi IS |is 

145 

es lii Si ii; Si i S? ?ii iis 5S IS Si ss is Si |5 IS 

SJ lii SI ili IS Si So IS SS ili S? IS SS SS lii Si 



480 



528 



576 



PF 54058 



12 

ttc gga aca ttt ttg cct cat cga gaa ccc aag aaa gga tat gtt tat 
Phe GlJ Thr Phe Leu Pro His Arg Glu Pro Lys Lys Gly Tyr Val Tyr 
195 200 205 

^ ccc cat tgc age caa aca ata aaa ttg cca act ttt ttg tea ttt ate 
Iro His Cyl sir Gin Thr He Lys Leu Pro Thr Phe Leu Ser Phe He 
210 215 220 

10 act tgc tac eac ttt ggt tat cat gaa gaa cat cat gag tat cce cat 
lla lys Tyr His Phe lly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro His 
225 230 235 24U 

ata cct tgg tgg caa ctt cca tct gta tat aag cag aga gta ttc aac 
15 Va? pro T?? tS Gin Leu Pro Ser Val Tyr Lys Gin Arg Val Phe Asn 

245 250 

aat tea gta acc aat teg taa 
Asn Ser Val Thr Asn Ser 
20 260 



30 



35 Met Asn Phe Cys Asp Lys Pro Val Ser Tyr Tyr Val Ala He Glu Gin 



5 



Leu Ser Ala Lys Glu Asp 



40 20 



Thr Val Trp Gly Leu Val He Val He Val 
25 30 



45 



■^0 



He He Ser Leu Trp Val Ala Ser Leu Ala Phe Leu Leu Ala He Asn 
35 40 *S 

Tyr Ala Lys Val Pro He Trp Leu He Pro He Ala He Val Trp Gin 
. 50 55 60 

Met Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ala His Asp Ala Met His 
65 70 75 8U 



55 Gly Ser Val Tyr Arg Lys Asn Pro Lys He Asn Asn Phe He Gly Ser 

85 ^ 

Leu Ala val Ala Leu Tyr Ala Val Phe Pro Tyr Gin Gin Met Leu Lys 
60 100 ^05 -LAW 



65 



Asn His Cys Leu His His Arg His Pro Ala Ser Asp Leu Asp Pro Asp 
-L]^5 120 

PHe His ASP Gly Lys Arg Thr Asn Ala He Phe Trp tyr Leu His Phe 
130 135 



624 



672 



720 



768 



789 



<210> 10 

<211> 262 

<212> PRT 

<213> KOnstliche Sequenz 

<400> 10 /- 



70 



PF 54058 



Met lie Glu Tyr Ser Ser Trp 
145 150 



13 

Gin Gin Leu lie Val Leu Thr lie Leu 
155 160 



5 Phe Asn Leu Ala Lys Tyr Val Leu His lie His Gin lie Asn Leu He 

165 170 175 

Leu Phe Trp Ser He Pro Pro He Leu Ser Ser He Gin Leu Phe Tyr 
10 180 185 190 



15 



20 



Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Arg Glu Pro Lys Lys Gly Tyr Val Tyr 
195 200 205 

Pro His Cys Ser Gin Thr He Lys Leu Pro Thr Phe Leu Ser Phe He 
210 215 220 

Ala cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro His 
225 230 235 240 



^ val Pro Trp Trp Gin Leu Pro Ser Val Tyr Lys Gin Arg Val Phe Asn 

245 250 

Asn Ser Val Thr Asn Ser 
30 260 

<210> 11 

35 <211> 762 

<212> DNA 

<213> Ktinstliche sequenz 

40 

<220> 

45 <221> CDS 

<222> (1)..(762) 
<223> 



ata ate cag tta gaa caa cca etc agt cat caa gca aaa ctg act cca 
55 Me? He Gin Leu llu Gin Pro Leu Ser His Gin Ala Lys Leu Thr Pro 
1 5 10 " 

gta ctg aga agt aaa tct cag ttt aag ggg ctt ttc att get att gtc 
val Leu A^g Ser Lys Ser Gin Phe Lys Gly Leu Phe He Ala He Val 
60 20 25 30 



65 



att att aac gca tgg gtc att age ctg agt tta tta ctt tec ctt gac 
He vll llr A^a ^ Val He Ser Leu Ser Leu Leu Leu Ser Leu Asp 
35 40 

,4-^ 4-^= =.^rr at-t- cat aaa tag atg tta ttg cct gtt ata eta tgg caa 
lit ser lyt Se hIs lyl tS Mel Leu Leu Pro Val He Leu Trp Gin 
50 55 60 

70 aca ttt tta tat acg gga tta ttt att aca tct cat gat gcc atg cat 



PF 54058 



<210> 12 

<211> 253 

<212> PKT 

55 <213> KUnstliclie Sequenz 



288 



336 



384 



14 

Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ser His Asp Ala Met His 
65 70 

ggc gta gta ttt ccc caa aac acc aag att aat cat ttg att gga aca 
5 Gly Val Val Phe Pro Gin Asn Thr Lys lie Asn Hxs Leu He Gly Thr 

=.^1- ot-a tec ctt tat ggt ctt tta cca tat caa aaa eta ttg aaa 
Le^ Thr Seu sir Le^ l?y I^eu Leu Pro Tyr Gin Lys Leu Leu Lys 
•JO 100 105 

4- t-rrrt cac cac cac aat cca gca age tea ata gac ccg gat 

Lys Hil Su hIs hII His Asn Pro Ala Ser Ser lie Asp Pro Asp 

115 120 xad 

^1 5S Sg tjs' ill 11^ iss S i^J IS^ 5?^ ^£'e 

130 135 

SI! £JS IS iS l£ S M? IS S i III III - t'- in 

145 150 -LS^ 

i-at aac ttt get aaa tac ata etc cat ate eea agt gat aat eta act 
Sjr Asn Phe Ala Lys Tyr He Leu His lie Pro Ser Asp Asn Leu Thr 
^ 165 I'O 

. ^ ?i! Ho Hi ^1 1£ s ir„ III IS 

30 180 185 

ttt agt act ttt tta ccc cat agt gaa cca ata ggg ggt tat gtt cag 
pje Gly Ihr Phe Leu Pro His Ser Glu Pro He Gly Gly Tyr Val Gin ^ 
195 200 

III ill III S" ill 2^ ill "^'^ 

210 215 

« gs SI IIS i?J ss S5 Its III rj IS SI i?i SI 

225 230 235 

att tct tag tgg cag tta cca gaa att tae aaa gca aaa tag 
45 lie ser tS tS Gin Leu Pro Glu He Tyr Lys Ala Lys 

245 250 



480 



528 



576 



624 



720 



762 



<400> 12 

60 



1 



5 



Met lie Gin Leu Glu Gin Pro Leu Ser His Gin Ala Lys Leu Thr Pro 
65 val Leu Arg Ser Lys Ser Gin Phe Lys Gly Leu Phe lie Ala lie Val 



20 



He val ser Ala Trp Val He Ser Leu Ser Leu Leu Leu Ser Leu Asp 
70 35 ^0 



PF 54058 



15 

He Ser Lys He His Lys Trp Met Leu Leu Pro Val He Leu Trp Gin 
50 55 . 60 

5 

Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ser His Asp Ala Met His 
65 70 75 

10 

nlxr M^l \7al Pine 

85 90 



Gly val val Phe Pro Gin Asn Thr Lys He Asn His Leu He Gly Thr 



15 Leu Thr Leu Ser Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Gin Lys Leu Leu Lys 
100 . 

Lys His Trp Leu His. His His Asn Pro Ala Ser Ser He Asp Pro Asp 
20 lis 120 125 

Phe His Asn Gly Lys His Gin Ser Phe Phe Ala Trp Tyr Phe His Phe 
^ 130 135 140 

Met Lys Gly Tyr Trp Ser Trp Gly Gin He He Ala Leu Thr He He 
145 150 



30 



35 



Tyr Asn Phe Ala Lys Tyr He Leu His He Pro Ser Asp Asn Leu Thr 



165 



Tyr Phe Trp Val Leu Pro Ser Leu Leu Ser Ser Leu Gin Leu Phe Tyr 



180 185 190 

Gly Thr - 205 



Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Ser Glu Pro He Gly Gly Tyr Val Gin 
40 195 200 



Pro His Cys Ala Gin Thr He Ser Arg Pro He Trp Trp Ser Phe He- 
210 215 220 

45 

Thr cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro His 
^ 225 230 

° He Ser Trp Trp Gin Leu Pro Glu He Tyr Lys Ala Lys 

245 250 

55 <210> 13 
<211> 762 
<212> DNA 

60 

<213> KOnstliche Sequenz 



65 <220> 

<221> CDS 

<222> {1)..{762) 

70 



PF 54058 



16 

<223> 

atS°Itc^cag tta gaa caa cca etc agt cat caa gca aaa ctg act cca 48 
Me? Ill Gin Leu Glu Gin Pro Leu Ser His Gin Ala Lys Leu Thr Pro 



mS Tie III Leu |Iu Gin P^^ L^u Ser His Gin Ala Lys Leu Thr Pro 

10 gta ctg aga agt aaa tct cag ttt aag ggg ctt ttc att get att gtc 
Val Leu Arg Ser Lys Ser Gin Phe Lys Gly Leu Phe He Ala He Val 
20 25 

att att age gca tgg gtc att age ctg agt tta tta ctt tec ctt gac 
15 lie val sir Kla T?2 Val He Ser Leu Ser Leu Leu Leu. Ser Leu Asp 
35 40 ' 

ate tea aag eta aaa ttt tgg atg tta ttg cct gtt ata eta tgg caa 
lie sir Lys Leu Lys Phe Trp Met Leu Leu Pro Val He Leu Trp Gin 
20 50 55 . 60 

aca ttt tta tat aeg gga tta ttt att aca tct cat gat gee atg cat 
Thr Phe Leu Tyr Th? Gly Leu Phe He Thr Ser His Asp Ala Met His 
^ 65 70 75 

aac gta gta ttt ecc caa aac acc aag att aat cat ttg att gga aca 
Gly val val Phe Pro Gin Asn Thr Lys He Asn His Leu He Gly Thr 



85 



30 tta acc eta tec ctt tat ggt ctt tta cca tat caa aaa eta ttg aaa 
Leu ^ beu ser Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Gin Lys Leu Leu Lys 



100 



55 



225 230 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



aaa cat tgg tta cac cac cac aat cca gca age gat tta gac ccg gat 
35 Ss Sis tS Leu His His His Asn Pro Ala Ser Asp Leu Asp Pro Asp 
115 120 125 ^ 

ttt cac aat ggt aaa cac caa agt ttc ttt get tgg tat ttt cat ttt 
Phe His Asn Gly Lys His Gin Ser Phe Phe Ala Trp Tyr Phe Hxs Phe 
40 130 135 1^0 

«hcr aaa aat tac tgg agt tgg ggg caa ata att gcg ttg act att att 
Mel 5s Gly Tjr tS sL tS Gly Gin He lie Ala Leu Thr He lie 
145 150 155 1^0 

tat aac ttt get aaa tac ata etc cat ate cca agt gat aat eta act 528 
ijr Asn Phe IL Lys Tyr He Leu His lie Pro Ser Asp Asn Leu Thr 
165 I'O 

tac ttt tgg gtg eta ecc teg ctt tta agt tea tta caa tta ttc tat 
SI Phe tS val Leu Pro Ser Leu Leu Ser Ser Leu Gin Leu Phe Tyr 
180 185 IS" 

1-tt aat act ttt tta ecc cat agt gaa cca ata ggg ggt tat gtt cag 
pJe %ly Tte p£e Leu Pro His sir Glu Pro He Gly Gly Tyr Val Gin 
195 200 205 

cct cat tgt gee caa aea att age egt cct att tgg tgg tea ttt ate 
Pro His Cys lla Gin Thr He Ser Arg Pro He Trp Trp Ser Phe He 
60 210 215 220 

aca tge tat cat ttt ggc tac cac gag gaa cat cac gaa tat cct cat 
^1 cS Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro Hd.s 



576 



624 



672 



720 



att tct tgg tgg cag tta cca gaa att tac aaa gca aaa tag 7 62 



He ser 5^ oll l.u Iro gIu He Tyr Lys Ala Lys 

245 250 



70 



PF 54058 



17 



<210> 


14 


<211> 


253 


<212> 


PRT 


<213> 


Kunstliche Sequenz 


<400> 


14 



10 

Met lie Gin Leu Glu Gin Pro Leu Ser His Gin Ala Lys Leu Thr Pro 
1 5 10 

15 

Val Leu Arg Ser Lys Ser Gin Phe Lys Gly Leu Phe lie Ala lie Val 
20 25 30 

lie val Ser Ala Trp Val lie Ser Leu Ser Leu Leu Leu Ser Leu Asp 
35 40 45 

tffS He Ser Lys Leu Lys Phe Trp Met Leu Leu Pro Val He Leu Trp Gin 

^ -- .55 60 . 



50 



Thr Phe Leu Tyr 



Thr Gly Leu Phe He Thr Ser His Asp Ala Met His 



30 65 70 



75 80 



Gly val val Phe Pro Gin Asn Thr Lys He Asn His Leu He Gly Thr 
^ 85 90 95 

35 

Leu Thr Leu Ser Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Gin Lys. Leu Leu Lys 
100 105 J""-" 

^ Lys His Trp Leu His His His Asn Pro Ala Ser Asp Leu Asp Pro Asp 
115 120 12b 



45 Phe His Asn Gly Lys His Gin Ser Phe Phe Ala Trp Tyr Phe His Phe 
130 135 ■'•4" 

^Met Lys Gly Tyr Trp Ser Trp Gly Gin He He Ala Leu Thr He He 
0 145 150 155 160 

Tyr Asn Phe Ala Lys Tyr He Leu His He Pro Ser Asp Asn Leu Thr 



55 



Tvr Phe Trp Val Leu Pro Ser Leu Leu Ser Ser Leu Gin Leu Phe Tyr 
180 185 190 



®° Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Ser Glu Pro He Gly Gly Tyr Val Gin 



195 



65 Pro His Cys Ala Gin Thr He Ser Arg Pro He Trp Trp Ser Phe He 
210 215 220 

Thr cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His Glu Tyr Pro His 
70 225 230 
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lie Ser Trp Trp Gin Leu Pro Glu lie Tyr Lys Ala Lys 
245 250 

<210> 15 
<211> 1608 
<212> DNA 

<213> Haeioatococcus pluvialis 



<220> 

<221> CDS 

<222> (3) , . (971). 

<223> 



<400> 15 

ct aca ttt cac aag ccc gtg age ggt gca age get ctg ccc cac ate 

Thr Phe His Lys Pro Val Ser Gly Ala Ser Ala Leu Pro His lie 

1 5 10 15 

ggc cca act cct cat etc cat egg tea ttt get get aee acg atg ctg 
Gly Pro Pro Pro His Leu His Arg Ser Phe Ala Ala Thr Thr Met Leu 
20 25 30 

teg aag ctg cag tea ate age gtc aag gee cgc cge gtt gaa eta gee 
Ser Lys Leu Gin Ser lie Ser Val Lys Ala Arg Arg Val. Glu Leu Ala 
35 40 45 

egc gac ate acg egg ecc aaa gtc tgc ctg cat get cag egg tgc teg 
Arg Asp lie Thr Arg Pro Lys Val Cys Leu His Ala Gin Arg Cys Ser 
50 55 60 

tta gtt egg ctg cga gtg gca gca cca cag aca gag gag gcg ctg gga 
Leu Val Arg Leu Arg Val Ala Ala Pro Gin Thr Glu Glu Ala Leu Gly 
65 70 75 

acc gtg cag get gee ggc gcg ggc gat gag cac age gee gat gta gca 
Thr Val Gin Ala Ala Gly Ala Gly Asp Glu His Ser Ala Asp Val Ala 
80 85 90 95 

etc cag cag ctt gac egg get ate gca gag cgt cgt gee egg egc aaa 
Leu Gin Gin Leu Asp Arg Ala lie Ala Glu Arg Arg Ala Arg Arg Lys 
100 105 110 

egg gag cag ctg tea tac cag get gcc gcc att gca gca tea att ggc 
Arg Glu Gin Leu Ser Tyr Gin Ala Ala Ala lie Ala Ala Ser lie Gly 
115 120 125 

gtg tea ggc att gcc ate ttc gcc acc tac ctg aga ttt gcc atg cac 
Val Ser Gly He Ala He Phe Ala Thr Tyr Leu Arg Phe Ala Met His 
130 135 140 

atg acc gtg ggc ggc gca gtg cca tgg ggt gaa gtg get ggc act etc 
Met Thr Val Gly Gly Ala Val Pro Trp Gly Glu Val Ala Gly Thr Leu 
145 150 155 

etc ttg gtg gtt ggt ggc gcg etc ggc atg gag atg tat gee cgc tat 
Leu Leu Val Val Gly Gly Ala Leu Gly Met Glu Met Tyr Ala Arg Tyr 
160 165 170 175 
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19 



10 



15 



20 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



gca cac aaa gcc ate tgg cat gag teg cct ctg ggc tgg ctg ctg cac 
Ala His Lys Ala lie Trp His Glu Ser Pro Leu Gly Trp Leu Leu Hxs 
180 185 

aag age cac cac aca cct cgc act gga ccc ttt gaa gcc aac gac ttg 
Lys Ser His His Thr Pro Arg Thr Gly Pro Phe Glu Ala Asn Asp Leu 
195 200 205 

ttt gca ate ate aat gga ctg ccc gcc atg etc ctg tgt ace ttt ggc 
Phe Ala lie He Asn Gly Leu Pro Ala Met Leu Leu Cys Thr Phe Gly 
210 215 220 

ttc tgg ctg ccc aac gtc ctg ggg gcg gee tgc ttt gga geg ggg ctg 
Phe Trp Leu Pro Asn Val Leu Gly Ala Ala Cys Phe Gly Ala Gly Leu 
225 230 235 

age ate acg eta tac ggc atg gca tat atg ttt gta cac gat ggc ctg 
Gly He Thr Leu Tyr Gly Met Ala Tyr Met Phe Val Hxs Asp Gly Leu 
240 245 250 255 

gtg cac agg cgc ttt ccc ace ggg ccc ate get ggc ctg ccc tac atg 
Val His Arg Arg Phe Pro Thr Gly Pro He Ala Gly Leu Pro Tyr Met 
260 265 270 

aag cgc ctg aca gtg gcc cac cag eta cac cac age ggc aag tac ggt 
Lys Arg Leu Thr Val Ala His Gin Leu His His Ser Gly Lys Tyr Gly 
275 280 285 

ggc gcg ccc tgg ggt atg ttc ttg ggt cea cag gag ctg cag cac att 
Gly Ala Pro Trp Gly Met Phe Leu Gly Pro Gin Glu Leu Gin Hxs He 
290 295 300 

cca ggt gcg gcg gag gag gtg gag ega ctg gtc ctg gaa ctg gac tgg 
Pro Gly Ala Ala Glu Glu Val Glu Arg Leu Val Leu Glu Leu Asp Trp 
305 310 315 

tec aag egg tag ggtgcggaac caggcacgct ggtttcacac ctcatgcctg 
Ser Lys Arg 
320 

tgataaggtg tggctagagc gatgcgtgtg agacgggtat gtcacggtcg actggtctga 
tggccaatgg catcggccat gtctggtcat cacgggctgg ttgcctgggt gaaggtgatg 
cacatcatca tgtgcggttg gaggggctgg cacagtgtgg gctgaactgg agcagttgtc 
caggctggcg ttgaatcagt gagggtttgt gattggcggt tgtgaagcaa tgactccgcc 
catattctat ttgtgggagc tgagatgatg gcatgcttgg gatgtgcatg gatcatggta 
gtgcagcaaa ctatattcac ctagggctgt tggtaggatc aggtgaggcc ttgcacattg 
catgatgtac tcgtcatggt gtgttggtga gaggatggat gtggatggat gtgtattctc 
agacgtagac cttgactgga ggcttgatcg agagagtggg ccgtattctt tgagagggga 
ggctcgtgcc agaaatggtg agtggatgac tgtgacgctg tacattgcag gcaggtgaga 
tgcactgtct cgattgtaaa atacattcag atgcaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa 



575 

623 

671 

719 

767 

815 

863 

911 

^ 959 

1011 

1071 
1131 
1191 
1251 
1311 
1371 
1431 
1491 
1551 
1608 



65 



70 



<210> 16 

<211> 322 

<212> PRT 

<213> Haematococcus pluvialis 
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20 



<400> 16 

5 Thr Phe His Lys Pro Val Ser Gly Ala Ser Ala Leu Pro His lie Gly 



1 



10 



Pro Pro Pro His Leu His Arg Ser Phe Ala Ala Thr Thr Met Leu Ser 
20 25 

LYS Leu Gin Ser He Ser Val Lys Ala Arg Arg Val Glu Leu Ala Arg 
35 *0 

15 

ASP lie Thr Arg Pro Lys Val Cys Leu His Ala Gin Arg Cys Ser Leu 

20 



val Arg Leu Arg Val Ala Ala Pro Gin Thr Glu Glu Ala Leu Gly Thr 
65 70 75 

val Gin Ala Ala Gly Ala Gly Asp Glu His Ser Ala Asp Val Ala Leu 

Gin Gin Leu Asp Arg - Ala He Ala Glu Arg Arg Ala Arg Arg Lys Arg 
30 100 

Glu Gin Leu Ser Tyr Gin Ala Ala Ala He Ala Ala Ser He Gly Val 

35 

ser Gly He Ala He Phe Ala Thr Tyr Leu Arg Phe Ala- Met His Met 
130 135 

40 

Thr Val GXy Giy Axa 
145 150 



Thr val Gly Gly Ala Val Pro Trp Gly Glu Val Ala Gly Thr Leu Leu 
145 150 1^=" 

45 Leu val val Gly Gly Ala Leu Gly Met Glu Met Tyr Ala Arg Tyr Ala 



165 



His Lys Ala He Trp His Glu Ser Pro Leu Gly Trp Leu Leu His Lys 

Asn 

195 200 205 



"50 ' " 180 185 

ser His His Thr Pro Arg Thr Gly Pro Phe Glu Ala Asn Asp Leu Phe 
195 200 

55 

Ala lie lie Asn Gly Leu Pro Ala Met Leu Leu Cys Thr Phe Gly Phe 
210 215 

r 7v^« wai T^v. Glv Ala Ala Cys Phe Gly Ala Gly Leu Gly 

Trp Leu Pro Asn Val Leu Lrxy aj-c* ^jt -r 240 

225 230 
65 He Thr Leu Tyr Gly Met Ala Tyr Met Phe Val His Asp Gly Leu Val 

His Arg Arg Phe Pro Thr Gly Pro He Ala Gly Leu Pro Tyr Met Lys 
70 260 265 
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5 



10 



Arg Leu Thr Val Ala His Gin hen His His Ser Gly Lys Tyr Gly Gly 
275 280 285 

Ala Pro Trp Gly Met Phe Leu Gly Pro Gin Glu Leu Gin His He Pro 



290 



295 



Gly Ala Ala Glu Glu Val Glu Arg Leu Val Leu Glu Leu Asp Trp Ser- 
305 



15 Lys Arg 



20 



30 



<210> 17 

<211> 1650 

<212> DNA 

<213> Lycopersicon esculentum 



<220> 
<221> CDS 

<222> (112) (1614) ^ 
35 <223> 

40 ^gcacgagga aacttttctc tcttcactag ctgtttacat gcttgaaatt tcaagatttt 60 
aggaccccat ttgaagtttt cttgaaacaa atattaccct gttggaaaaa g atg gat 117 

1 

?£j £S ss ^ i?o «s III fej ||s s t& 



5 



50 



55 



70 



%n SI fii III ^ ss ill ifu sji sts 5-1 til 

20 25 

|i li^ n% ^ S ss ?s ^is f ii^ iii fn 
51 s?j IS f Sa IV. i^i IS - - f 

r^s^rr nt-t cct ata tat gac cct tea aaa ggg gtt 
SeS Isp Phi l!S Iro Mel Tyr Asp Pro Ser Lys Gly Val 

70 75 
*. rrr-t- crta ott aat ggt ggc cct gca gga ctt get gtt 

^eS l?a ^a! 1% llV OXy Pro Ala Gly Leu Ala Val 

85 

gca cag caa gtt tct gaa gca gga etc tct gtt tgt tea att gat ceg 



213 



261 



309 



357 



453 
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Ala Gin Gin Val Ser Glu Ala Gly Leu Ser Val Cys Ser He Asp Pro 
100 105 110 

aat cct aaa ttg ata tgg cct aat aac tat ggt gtt tgg gtg gat gaa 
5 Asn Pro Lys Leu He Trp Pro Asn Asn Tyr Gly Val Trp Val Asp Glu 
115 120 125 130 

ttt gag get atg gac ttg tta gat tgt eta gat get aee tgg tct ggt 
Phe Glu Ala Met Asp Leu Leu Asp Cys Leu Asp Ala Thr Trp Ser Gly 
10 135 140 145 

gea gea gtg tae att gat gat aat aeg get aaa gat ett cat aga eet 
Ala Ala Val Tyr He Asp Asp Asn Thr Ala Lys Asp Leu His Arg Pro 
150 155 160 



15 



35 



55 



tat gga agg gtt aac egg aaa cag ctg aaa teg aaa atg atg cag aaa 
Tvr Gly Arg Val Asn Arg Lys Gin Leu Lys Ser Lys Met Met Gin Lys 
165 170 175 



40 ttc atg gat tgg cga gat tct cat ttg aag aac aat act gat etc aag 
Phe Met Asp Trp Arg Asp Ser His Leu Lys Asn Asn Thr Asp Leu Lys 
260 265 270 

gag aga aat agt aga ata cca act ttt ett tat gea atg cca ttt tea 
45 Glu Arg Asn Ser Arg He Pro Thr Phe Leu Tyr Ala Met Pro Phe Ser 
275 280 285 290 

tec aac agg ata ttt ett gaa gaa aca tea etc gta get cgt cct ggc 
^ Ser Asn Arg He Phe Leu Glu Glu Thr Ser Leu Val Ala Arg Pro Gly 

"so 295 300 305 

ttg cgt ata gat gat att caa gaa cga atg gtg get cgt tta aac cat 
Leu Arg He Asp Asp He Gin Glu Arg Met Val Ala Arg Leu Asn His 
310 315 320 



ttg ggg ata aaa gtg aag age att gaa gaa gat gaa cat tgt eta ata 
Leu Gly He Lys Val Lys Ser He Glu Glu Asp Glu His Cys Leu He 
325 330 335 



501 



549 



597 



645 



693 



20 tgt ata atg aat ggt gtt aaa ttc cac caa gee aaa gtt ata aag gtg 
Cys He Met Asn Gly Val Lys Phe His Gin Ala Lys Val He Lys Val 
180 185 190 

^ att cat gag gaa teg aaa tee atg ttg ata tge aat gat ggt att act 741 
ftS He His Glu Glu Ser Lys Ser Met Leu He Cys Asn Asp Gly He Thr 
195 200 205 210 

att cag gea aeg gtg gtg etc gat gea act ggc ttc tct aga tct ett 
He Gin Ala Thr Val Val Leu Asp Ala Thr Gly Phe Ser Arg Ser Leu 
30 215 220 225 

gtt cag tat gat aag cct tat aac cec ggg tat caa gtt get tat ggc 
Val Gin Tyr Asp Lys Pro Tyr Asn Pro Gly Tyr Gin Val Ala Tyr Gly 



789 



837 



230 235 240 ^ 

att ttg get gaa gtg gaa gag cac cec ttt gat gta aac aag atg gtt 
He Leu Ala Glu Val Glu Glu His Pro Phe Asp Val Asn- Lys Met Val 
245 250 255 



885 



933 



981 



1029 



1077 



1125 



60 cca atg ggt ggt cca ett cca gta tta cct cag aga gtc gtt gga ate 1173 
Pro Met Gly Gly Pro Leu Pro Val Leu. Pro Gin Arg Val Val Gly He 
340 345 350 

ggt ggt aca get ggc atg gtt cat cca tec ace ggt tat atg gtg gea 1221 
65 Gly Gly Thr Ala Gly Met Val His Pro Ser Thr Gly Tyr Met Val Ala 
355 360 365 370 

aaa aca eta get geg get cct gtt gtt gcc aat gcc ata att caa tae 1269 
Ara Thr Leu Ala Ala Ala Pro Val Val Ala Asn Ala He He Gin Tyr 
70 375 380 385 
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etc ggt tct gaa aga agt cat teg ggt aat gaa tta tec ^a get gtt 
Leu Gly Ser Glu Arg Ser His Ser Gly Asn Glu beu a 
390 

" il? IT. S 1?^ in IS ^1 IIS S| l^l III 

iji S ffi ?sj ?a f.? tJi i SI 

420 ^25 

,5 gi SI K ge isi s; is |H ss st^ ss 



j£i i£i US E £ss »s r^i iii i!| 



20 *55 



sss & ss ffa IS IS ii; is ss iji si is 



470 



30 



IS S| I" ^ fat SS SI Ife Sn '^S Ifu JSS IS 
aaa gaa tga atccgagtaa tteggaatct tgtecaatct cgtgcc 



Lys Glu 
500 



35 


<210> 


18 




<211> 


500 


40 


<212> 


PRT 


<213> 


Lycopersicon esculentunv 


45 


<400> 


18 



0 



Met ASP Thr Leu Leu Lys Thr Pro Asn Asn Leu Glu Plxe Leu Asn Pro 

1 5 

His His Gly Phe Ala Val Lys Ala Ser Thr Phe Arg Ser Glu Lys His 
20 2b 



55 His Asn Phe Gly Ser Arg Lys Phe Cys Glu Thr Leu Gly Arg Ser Val 



35 40 



cys val I,ys Gly Ser Ser Ser Ala Leu Leu Glu Leu Val Pro Glu Thr 
60 50 55 



1317 

1365 

1413 

1461 

1509 

1557 

1605 

1650 



65 



70 



^ „v,« niii Leu Pro Met Tyr Asp Pro Ser Lys 

Lys Lys Glu Asn Leu Asp Phe Giu beu ir-x.^ ^ ^ 

65 '^^ 

Gly val val Val Asp Leu Ala Val Val Gly Gly Gly Pro Ala Gly Leu 
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Ala Val Ala Gin Gin Val Ser Glu Ala Gly Leu Ser Val Cys Ser He 



100 



5 ASP Pro Asn pro Lys Leu He Trp Pro Asn Asn Tyr Gly Val Trp Val 
115 ^20 

ASP Glu Phe Glu Ala Met Asp Leu Leu Asp Cys Leu Asp Ala Thr Trp 
10 130 135 

ser Gly Ala Ala Val Tyr He Asp Asp Asn Thr Ala Lys Asp Leu His 
145 150 

15 

Arg Pro Tyr Gly Arg Val Asn Arg Lys Gin Leu Lys Ser Lys Met Met 
165 ^'^ 

Gin Lys cys He Met Asn Gly Val Lys Phe His Gin Ala Lys Val He 
180 

•s Lys val lie His Glu Glu Ser Lys Ser Met Leu He Cys Asn Asp Gly 

X9 5 A u u 

lie Thr He Gin Ala Thr Val Val Leu Asp Ala Thr Gly Phe Ser Arg 
30 210 215 

val Gin Tyr Asp Lys Pro Tyr Asn Pro Gly Tyr Gin Val Ala 

225 

35 



Ser Leu VaX Gin -lyr asp uye. ^j.^ *jr* — - - 240 

225 230 235 



40 



Tyr Gly He Leu Ala Glu Val Glu Glu His Pro Phe Asp. Val Asn Lys 
' 245 250 •^^^ 

Met val Phe Met Asp Trp Arg Asp Ser His Leu Lys Asn Asn Thr Asp 
260 265 

45 Leu Lys Glu Arg Asn Ser Arg He Pro Thr Phe Leu Tyr Ala Met Pro 
275 280 

m Phe ser Ser Asn Arg He Phe Leu Glu Glu Thr Ser Leu Val Ala Arg 
^0 290 295 300 



pro Gly Leu Arg He Asp Asp He Gin Glu Arg Met Val Ala Arg Leu 
305 310 31b 

55 

Asn His Leu Gly He Lys Val Lys Ser He Glu Glu Asp Glu His Cys 
325 



Leu He Pro Met Gly Gly Pro Leu Pro Val Leu Pro Gin Arg Val Val 
340. 345 



65 Gly He Gly Gly Thr Ala Gly Met Val His Pro Ser Thr Gly Tyr Met 

Val Ala Arg Thr Leu Ala Ala Ala Pro Val Val Ala Asn Ala He He 
70 370 375 380 
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10 



30 



40 



50 



60 



25 



Gin Tyr Leu Gly Ser Glu Arg Ser His Ser Gly Asn Glu Leu Ser Thr 
385 390 395 400 

Ala Val Trp Lys Asp Leu Trp Pro lie Glu Arg Arg Arg Gin Arg Glu 
405 410 415 

Phe Phe Cys Phe Gly Met Asp lie Leu Leu Lys Leu Asp Leu Pro Ala 
420 425 430 



15 Thr Arg Arg Phe Phe Asp Ala Phe Phe Asp Leu Glu Pro Arg Tyr Trp 
435 440 445 

His Gly Phe Leu Ser Ser Arg Leu Phe Leu Pro Glu Leu lie Val Phe 
20 450 455 460 

Gly Leu Ser Leu Phe Ser His Ala Ser Asn Thr Ser Arg Phe Glu lie 
M 465 470 475 480 

Met Thr Lys Gly Thr Val Pro Leu Val Asn Met lie Asn Asn Leu Leu 
485 490 495 



Gin Asp Lys Glu 
500 



35 <210> 19 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 



45 <220> 

<2 2 1> pr inier_bind 

<222> (1).,(33) 
<223> 



<210> 20 

<211> 33 

<212> DNA 

65 <213> Kiinstliche Sequenz 



55 <400> 19 

gcatgctcta gaccttataa agatattttg tga 33 



<220> 

70 
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<221> primer_bind 
<222> (1) . . (33) 
5 <223> 



<400> 20 

10 gcatgcatct agaaatggtt cagtgtcaac cat 



<210> 21 

15 <211> 805 

<212> DNA 

<213> Nostoc sp. Strain PCC7120 

20 



30 



35 



40 



45 



55 



<220> 

<221> variation 
<222> (1)..{805) 
<223> 



SciSjca?ct agaaatggtt cagtgtcaac catcatctct gcattcagaa aaactggtgt - 
tattgtcatc gacaatcaga gatgataaaa atattaataa gggtatattt attgcctgct 
ttatcttatt tttatgggca attagtttaa tcttattact ctcaatagat acatccataa 
ttcataagag cttattaggt atagccatgc tttggcagac cttcttatat acaggtttat 
ttattactgc tcatgatgcc atgcacggcg tagtttatcc caaaaatccc agaataaata 
attttatagg taagctcact ctaatcttgt atggactact cccttataaa gatttattga 
aaaaacattg gttacaccac ggacatcctg gtactgattt agaccctgat tattacaatg 
gtcatcccca aaacttcttt ctttggtatc tacattttat gaagtcttat tggcgatgga 
cgcaaatttt cggattagtg atgatttttc atggacttaa aaatctggtg catataccag 
aaaataattt aattatattt tggatgatac cttctatttt aagttcagta caactatttt 
attttggtac atttttgcct cataaaaagc tagaaggtgg ttatactaac ccccattgtg 
cgcgcagtat cccattacct cttttttggt cttttgttac ttgttatcac ttcggctacc 
acaaggaaca tcacgaatac cctcaacttc cttggtggaa attacctgaa gctcacaaaa 
60 tatctttata aggtctagag catgc 

<210> 22 

65 <211> 24 

<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 

70 



PF 54058 



<220> 

5 <221> priiner_bind 

<222> (1) . . (24) 
<223> 



10 



15 



20 



30 



35 



40 



<400> 22 

aggtaccgca cggtctgcca atcc 



<210> 23 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> . 

<221> priiner_lDind 

<222> (I).. (26) 
<223> 



<400> 23 

aagcttgacc tgattatcag cacggt 



<210> 24 

<211> 4624 

45 <212> DNA 

<213> Erwinia uredovora 

<220> 

<221> CDS 
55 <222> (128) (1267) 
<223> 

60 

<220> 

<221> CDS 
65 <222> (1288) (2766) 
<223> 

70 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (2802) . . <3689) 
<223> 



<220> 

<221> iDNA 

<222> (3631) . . (4158) 

<223> 



<400> 24 

gtcgactttc agcagcgcat gg'cgaaaatc cagacagccc ttcgtttggc agggggcacc 

atggccgctg ccgatatcat tgagcaggtt atgtgcaccg gtcagcctgt cttaagtggg 

agcggct atg caa ccg cat tat gat ctg att etc gtg ggg get gga etc 
Met Gin Pro His Tyr Asp Leu lie Leu Val Gly Ala Gly Leu 
15 10 

gcg aat ggc ctt ate gee ctg cgt ctt cag cag cag caa cct gat atg 
Ala Asn Gly Leu* lie Ala Leu Arg Leu Gin Gin Gin Gin Pro Asp Met 
15 20 25 30 

cgt att ttg ctt ate gac gee gca ccc cag gcg ggc ggg aat cat aeg 
Arg lie Leu Leu lie Asp Ala Ala Pro Gin Ala Gly Gly Asn His Thr 
35 40 45 

. c 

tgg tea ttt cac cac gat gat ttg act gag age caa cat cgt tgg ata 
Trp Ser Phe His His Asp Asp Leu Thr Glu Ser Gin His Arg Trp lie 
50 55 60 

get ccg ctg gtg gtt cat cac tgg ccc gac tat cag gta cgc ttt ccc 
Ala Pro Leu Val Val His His Trp Pro Asp Tyr Gin Val Arg Phe Pro 
65 70 75 

aca cgc cgt cgt aag ctg aac age ggc tac ttt tgt att act tet cag 
Thr Arg Arg Arg Lys Leu Asn Ser Gly Tyr Phe Cys lie Thr Ser Gin 
80 85 90 

cgt ttc get gag gtt tta cag ega cag ttt ggc ccg cac ttg tgg atg 
Arg Phe Ala Glu Val Leu Gin Arg Gin Phe Gly Pro His Leu Trp Met 
95 100 105 110 

gat acc gcg gtc gca gag gtt aat gcg gaa tct gtt egg ttg aaa aag 
Asp Thr Ala Val Ala Glu Val Asn Ala Glu Ser Val Arg Leu Lys Lys 
115 120 125 

ggt cag gtt ate ggt gee cgc gcg gtg att gac ggg egg ggt tat gcg 
Gly Gin Val He Gly Ala Arg Ala Val He Asp Gly Arg Gly Tyr Ala 
130 135 140 

gca aat tea gca ctg age gtg ggc ttc cag gcg ttt att ggc cag gaa 
Ala Asn Ser Ala Leu Ser Val Gly Phe Gin Ala Phe He Gly Gin Glu 
145 150 155 

tgg cga ttg age cac ccg cat ggt tta teg tct ccc att ate atg gat 
Trp Arg Leu Ser His Pro His Gly Leu Ser Ser Pro He He Met Asp 
160 165 170 

gcc aeg gtc gat cag caa aat ggt tat cgc ttc gtg tac age ctg ccg 
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745 



793 



841 



Ala Thr Val Asp Gin Gin Asn Gly Tyr Arg Phe Val Tyr Ser Leu Pro 
175 180 185 190 

etc teg ccg ace aga ttg tta att gaa gac acg cac tat att gat aat 
5 Leu Ser Pro Thr Arg Leu Leu He Glu Asp Thr His Tyr He Asp Asn 

195 200 205 

gcg aca tta gat cet gaa tgc geg egg caa aat att tgc gac tat gee 
Ala Thr Leu Asp Pro Glu Cys Ala Arg Gin Asn He Cys Asp Tyr Ala 
10 210 215 220 

aca caa cag ggt tgg cag ctt cag aca ctg ctg cga gaa gaa cag ggc 
All Gin Gin Gly Trp Gin Leu Gin Thr Leu Leu Arg Glu Glu Gin Gly 
225 230 235 

gee tta ccc att act ctg teg ggc aat gee gac gca ttc tgg cag cag 889 
Ala Leu Pro He Thr Leu Ser Gly Asn Ala Asp Ala Phe Trp Gin Gin 
240 245 250 • 

20 cgc ccc ctg gee tgt agt gga tta egt gee ggt ctg ttc cat cct acc 937 
^g pro Leu Ala Cys Ser Gly Leu Arg Ala Gly Leu Phe His Pro Thr 
255 260 265 270 

A acc ggc tat tea ctg ccg ctg gcg gtt gee gtg gee gac cgc ctg agt 985 
•5 Thr Gly Tyr Ser Leu Pro Leu Ala Val Ala Val Ala Asp Arg Leu Ser 

275 280 285 

gca ctt gat gtc ttt acg teg gee tea att cac cat gcc att acg cat 
Ala Leu Asp Val Phe Thr Ser Ala Ser He His His Ala He Thr His 
30 290 295 300 

ttt gcc cgc gag cgc tgg cag cag cag ggc ttt ttc cgc atg ctg aat 
Phe Ala Arg Glu Arg Trp Gin Gin Gin Gly Phe Phe Arg Met Leu Asn 
305 310 315 

oc 

cgc atg ctg ttt tta gcc gga ccc gcc gat tea cgc tgg egg gtt atg 1129 
Arg Met Leu Phe Leu Ala Gly Pro Ala Asp Ser Arg Trp- Arg Val Met 
320 325 330 

40 cag egt ttt tat ggt tta cct gaa gat tta att gcc cgt ttt tat gcg 1177 
Gin Arg Phe Tyr Gly Leu Pro Glu Asp Leu He Ala Arg Phe Tyr Ala 
335 340 345 350 

gga aaa etc acg ctg acc gat egg eta cgt att ctg age ggc aag ccg 1225 
45 Gly Lys Leu Thr Leu Thr Asp Arg Leu Arg He Leu Ser Gly Lys Pro 

355 360 365 

•cct gtt ccg gta tta gca gca ttg caa gcc att atg acg act 1267 
\ Pro Val Pro Val Leu Ala Ala Leu Gin Ala He Met Thr Thr 

50 370 375 380 

catcgttaaa gagcgactac atg aaa cca act acg gta att ggt gca ggc ttc 1320 
catcgcuaaa gag g ^ 

385 390 

1368 



1033 



1081 



55 

ggt ggc ctg gca ctg gca att cgt eta caa get gcg ggg ate ccc gtc 
Gly Gly Leu Ala Leu Ala He Arg Leu Gin Ala Ala Gly He Pro Val 
^ ^ 395 400 405 

60 tta ctg ctt gaa caa egt gat aaa ccc ggc ggt egg get tat gtc tac 
Leu Leu Leu Glu Gin Arg Asp Lys Pro Gly Gly Arg Ala Tyr Val Tyr 
410 415 420 

aaa aat cag ggg ttt ace ttt gat gca ggc ccg acg gtt ate acc gat 
65 Glu Asp Gin Gly Phe Thr Phe Asp Ala Gly Pro Thr Val He Thr Asp 
425 430 435 

ccc aat gcc att gaa gaa ctg ttt gca ctg gca gga aaa cag tta aaa 
Pro Ser Ala He Glu Glu Leu Phe Ala Leu Ala Gly Lys Gin Leu Lys 
70 440 445 450 455 



1416 



1464 



1512 



PF 54058 



30 

1!S ^ IS III ?n i - - - i ^ 
' S2 i!J "I li^ - StJ ISI l|| £^5 SK 

475 480 ^o-* 

-irt ^^..^ narf Piat- ccc cgc gat gtc gaa ggt tat cgt cag 

III lie l?n pSe Asn Pro A^g Lp ^al Glu Gly Tyr Arg Gin 

•-♦.I- r^^rr osc tat tca CQC QCQ gtg ttt aaa gaa ggc tat eta aag etc 
15 Phe til sir l?g III Va? Phe Lys Glu Gly Tyr Leu Lys l-eu 

505 510 



sj i^ss i5S 'OS IS? IS ^? SI ir. ill g 

20 520 . 525 . 530 535 

caa ctg gcg aaa ctg cag gca tgg aga age gtt tac agt aag gtt gcc 
III Leu All Lys Leu Gin Ala Trp Arg Ser Val Tyr Ser Lys Val Ala 



540 



agt tac ate gaa gat gaa cat ctg cgc cag gcg ttt tct ttc cac teg 
Ser Tyr He Glu Asp Glu His Leu Arg Gin Ala Phe Ser Phe His ser 
555 5^0 

-^n t-fcci ata aac ggc aat ccc ttc gcc acc tea tec att tat acg ttg 

^° Seu llu val 111 lly Asn Pro Phe Ala Thr Ser Ser lie Tyr Thr Leu 
570 575 580 

ata cac gcg ctg gag cgt gag tgg ggc gtc tgg ttt ccg cgt ggc ggc 
35 zll nil All Leu llu Alg Glu Trp Gly Val Trp Phe Pro Arg Gly Gly 
585 590 

^ IS III S5 ill as S!? S^l ?S |2 ISS §S HI Sg 

40 . 60O 605 610 615 

„ „4-rr aac acc aaa gtc age cat atg gaa acg aca gga 

IS llu ^11 va! Leu Asn III tig Val sir His Met Glu Thr Thr Gly 

620 625 

45 ^ __ • ^. _ rrrn aaa ttC Cta aCa 2088 



50 



55 



aac aaa att gaa gcc gtg eat tta gag gac ggt cgc agg ttc ctg acg 
Asn SI lie ilu Kla Val His Leu Glu Asp Gly Arg Arg Phe Leu Thr 
.635 640 

caa acc gtc gcg tca aat gca gat gtg gtt cat ace tat cgc gac ctg 
lln lla val All Ser Asn Ala Asp Val Val His Thr Tyr Arg Asp Leu 

655 DDU 



650 



i-ha aac caa cac cct gcc gcg gtt aag cag tec aac aaa ctg cag a^t 
llu sir lln kTs pro lla 111 Val Lys Gin Ser Asn Lys Leu Gin Thr 

670 ^'=* 



665 



1560 
1608 
1656 
1704 
1752 
1800 
1848 
1896 
^1944 
1992 
2040 



2136 



2184 



2232 



« ^♦-^ oar- fr-t cta ttt atg etc tat ttt ggt ttg aat cac 

SI sir ^n sir Lei Phe ^a! Leu Tyr Phe Gly Leu Asn His 

60 680 685 

r.=.^ r^At aat caa etc gcg cat cac acg gtt tgt ttc ggc ccg cgt tac 
Hii His Itl Gin lSu 111 His His Thr Val Cys Phe Gly Pro Arg Tyr 
700 '05 
65 2328 



2280 



70 



^^rr r^i-rr « h t aac aaa att ttt aat cat gat ggc etc gca gag gac 
^g Itl Lei III llu lie Phe Asn His Asp Gly Leu Ala Glu Asp 

•y^g 720 

ttc tca ctt tat ctg cac gcg ccc tgt gtc acg gat teg tca ctg gcg 



2376 
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Phe 


Ser 


Leu 
730 


Tyr 


Leu 


His 


Ala 


Pro 
735 


Cys 


Val 


Thr 


Asp 


Ser 
740 


Ser 


Leu 


Ala 




5 


cct 
Pro 


gaa 
Glu 
745 


ggt 

Gly 


tge 
Cys 


ggc 

Gly 


agt 
Ser 


tac 
750 


tat 
Tyr 


gtg 

Val 


ttg 
Leu 


gcg 
Ala 


ceg 
Pro 
755 


gtg 
Val 


ceg 
Pro 


cat 
His 


tta 
Leu 


2424 


10 


ggc 

Gly 
760 


acc 
Thr 


gcg 
Ala 


aac 
Asn 


etc 
Leu 


gac 
Asp 
765 


tgg 
Trp 


acg 
Thr 


gtt 
Val 


gag 
Glu 


ggg 
Gly 
770 


cea 
Pro 


aaa 
Lys 


eta 
Leu 


cgc 
Arg 


gac 
Asp 
775 


2472 


15 


cgt 
Arg 


att 
He 


ttt 
Phe 


gcg 
Ala 


tac 
Tyr 
780 


ctt 
Leu 


gag 
Glu 


cag 
Gin 


cat 
His 


tac 
Tyr 
785 


atg 
Met 


cct 
Pro 


ggc 
Gly 


tta 
Leu 


egg 
Arg 
790 


agt 
Ser 


2520 


cag 
Gin 


ctg 
Leu 


gtc 
Val 


acg 
Thr 
795 


eac 
His 


egg 
Arg 


atg 
Met 


ttt 
Phe 


aeg 
Thr 
800 


ceg 
Pro 


ttt 
Phe 


gat 
Asp 


ttt 
Phe 


cgc 
Arg 
805 


gac 
Asp 


cag 
Gin 


2568 


20 


ctt 
Leu 


aat 
Asn 


gee 
Ala 
810 


tat 


cat 
His 


ggc. 

Gly 


tea 
Ser 


gee 
Ala 
815 


ttt 
Phe 


tct 
Ser 


gtg 
Val 


gag 
Glu 


dec 
Pro 
820 


gtt 

Val 


ctt 
Leu 


acc 
Thr 


2616 


% 


cag 
Gin 


age 
Ser 
825 


gee 
Ala 


tgg 
Trp 


ttt 
Phe 


egg 
Arg 


ceg 
Pro 
830 


cat 
His 


aac 
Asn 


cgc 
Arg 


gat 
Asp 


aaa 
Lys 
835 


acc 
Thr 


att 
He 


act 
Thr 


aat 
Asn 


2664 


30 


etc 
Leu 
840 


tac 
Tyr 


ctg 
Leu 


gtc 
Val 


ggc 

Gly 


gea 
Ala 
845 


ggc 

Gly 


acg 
Thr 


cat 
His 


cec 
Pro 


ggc 
Gly 
850 


gea 
Ala 


ggc 

Gly 


att 
He 


cct 
Pro 


ggc 

Gly 
855 


2712 


35 


gtc 
Val 


ate 
He 


ggc 

Gly 


teg 
Ser 


gea 
Ala 
860 


aaa 
Lys 


gcg 
Ala 


aca 
Thr 


gea 
Ala 


ggt 
Gly 
865 


ttg 
Leu 


atg 
Met 


ctg 
Leu 


gag 
Glu 


gat 
Asp 
870 


ctg 
Leu 


2760 




att 
lie 


tga 


ataatccgtc gttacteaat catgcggteg aaacg atg gpa gtt ggc 

Met *Ala Val Gly 
875 


2813 


40 


teg 
Ser 


aaa 
Lys 


agt 
Ser 


ttt 
Phe 
880 


gcg 
Ala 


aca 
Thr 


gee 
Ala 


tea 
Ser 


aag 
Lys 
885 


tta 
Leu 


ttt 
Phe 


gat 

Asp 


gea 
Ala 


aaa 
Lys 
890 


acc 
Thr 


egg 
Arg 


2861 


45 


cgc 
Arg 


age 
Ser 


gta 
Val 
895 


ctg 
Leu 


atg 
Met 


etc 
Leu 


tac 
Tyr 


gee 
Ala 
900 


tgg 
Trp 


tge 
Cys 


cgc 
Arg 


cat 
His 


tgt 
Cys 
905 


gac 
Asp 


gat 
Asp 


gtt 
Val 


2909 


50 


att 
lie 


gae 
Asp 
910 


gat 
Asp 


cag 
Gin 


acg 
Thr 


ctg 
Leu 


ggc 

Gly 
915 


ttt 
Phe 


cag 
Gin 


gee 
Ala 


egg 
Arg 


cag 
Gin 
920 


cct 
Pro 


gcc 
Ala 


tta 
Leu 


caa 
Gin 


2957 


55 


acg 
Thr 

^ ^ -J 


eec 
Pro 


gaa 
Glu 


caa 
Gin 


cgt 
Arg 


ctg 
Leu 
930 


atg 
Met 


caa 
Gin 


ctt 
Leu 


gag 
Glu 


atg 
Met 
935 


aaa 
Lys 


aeg 
Thr 


cgc 
Arg 


cag 
Gin 


gcc 
Ala 
940 


3005 




tat 
Tyr 


gea 
Ala 


gga 
Gly 


teg 
Ser 


cag 
Gin 
945 


atg 
Met 


eac 
His 


gaa 
Glu 


ceg 
Pro 


gcg 

Ala 
950 


ttt 
Phe 


gcg 
Ala 


get 
Ala 


ttt 
Phe 


cag 
Gin 
955 


gaa 
Glu 


3053 


60 


gtg 
Val 


get 
Ala 


atg 
Met 


get 
Ala 
960 


eat 
His 


gat 
Asp 


ate 
lie 


gee 
Ala 


ceg 
Pro 
965 


get 
Ala 


tac 
Tyr 


gcg 
Ala 


ttt 
Phe 


gat 
Asp 
970 


cat 
His 


ctg 
Leu 


3101 



gaa ggc tte gee atg gat gta cgc gaa gcg caa tac age caa ctg gat 3149 
65 Glu Gly Phe Ala Met Asp Val Arg Glu Ala Gin Tyr Ser Gin Leu Asp 
975 980 985 

gat acg ctg cgc tat tge tat cac gtt gea ggc gtt gtc ggc ttg atg 3197 
Asp Thr Leu Arg Tyr Cys Tyr His Val Ala Gly Val Val Gly Leu Met 
70 990 995 1000 



oHuao 

32 

atg gcg caa ate atg ggc gtg egg gat aac gcc acg ctg gac cgc 3242 
Met Ala Gin He Met Gly Val Arg Asp Asn Ala Thr Leu Asp Arg 
1005 1010 1015 

5 

gcc tgt gac ctt ggg ctg gca ttt cag ttg acc aat att get cgc 3287 
Ala Cys Asp Leu Gly Leu Ala Phe Gin Leu Thr Asn He Ala Arg 
1020 1025 1030 

10 gat att gtg gac gat gcg cat gcg ggc cgc tgt tat ctg ccg gca 3332 
Asp He Val Asp Asp Ala His Ala Gly Arg Cys Tyr Leu Pro Ala 
1035 1040 1045 

age tgg ctg gag cat gaa ggt ctg aac aaa gag aat tat gcg gca 3377 
15 Ser Trp Leu Glu His Glu Gly Leu Asn Lys Glu Asn Tyr Ala Ala 
1050 1055 1060 

cet gaa aac cgt cag gcg ctg age cgt ate gcc cgt cgt ttg gtg 3422 • 

Pro Glu Asn Arg Gin Ala Leu Ser Arg He Ala Arg Arg Leu Val 
20 1065 1070 1075 

cag gaa gca gaa cct tac tat ttg tct gcc aca gcc ggc ctg gca 3467 
Gin Glu Ala Glu Pro Tyr Tyr Leu Ser Ala Thr Ala Gly Leu Ala 
^ 1080 1085 1090 

ggg ttg ccc ctg cgt tec gcc tgg gca ate get acg gcg aag cag 3512 
Gly Leu Pro Leu Arg Ser Ala Trp Ala He Ala Thr Ala Lys Gin 
1095 1100 1105 

30 gtt tac egg aaa ata ggt gtc aaa gtt gaa cag gcc ggt cag caa 3 557 

Val Tyr Arg Lys He Gly Val Lys Val Glu Gin Ala Gly Gin Gin 
1110 1115 1120 

gcc tgg gat cag egg cag tea acg acc acg ccc gaa aaa tta acg 3602 
35 Ala Trp Asp Gin Arg Gin Ser Thr Thr Thr Pro Glu Lys Leu Thr 
1125 1130 1135 

. • 

ctg ctg ctg gcc gcc tct ggt cag gee ctt act tec egg atg egg 3 647 

Leu Leu Leu Ala Ala Ser Gly Gin Ala Leu Thr Ser Arg Met Arg 
40 1140. 1145 1150 

get cat cct • ccc cgc cct gcg eat etc tgg cag cgc ccg etc 3689 
Ala His Pro Pro Arg Pro Ala His Leu Trp Gin Arg Pro Leu 
1155 1160 1165 

45 

tagcgccatg tctttcccgg agcgtegcct gaagttttga caggggcgge geatagagga 3749 

agccaaaaga aacacaacct tctttgecce tgacggegtg atgcatacgg tgcgccatat 3 809 

Ibo aeaaccgttt gaggtagccc ttgcgtggaa tatageggaa tggceaacgt tgatgcaeca 3869 

geccgtcgtg eaccataaaa tagagtaatc catacgccgt catacctgcg ccaatccact 3929 

ggagcggcea cattectgta ctgcccagat aaatcagcag gategataat geagcaaaaa 3989 

ccacggcata aagatcgtta acttcaaaeg cacctttacg cggttcatga tgtgaaagat 4049 

gccatcccca accccagccg tgcatgatgt atttgtgtgc cagtgcagca atcacttcca 4109 

60 tgccaateac ggtaacgaaa acgatcaggg cattecaaat ccacaacata atttctccgg 4169 

tagagaegtc tggcageagg ettaaggatt caattttaac agagattagc cgatctggeg 4229 

gcgggaaggg aaaaaggcgc gccagaaagg cgcgccaggg atcagaagtc ggctttcaga 4289 

accaeaeggt agttggcttt acctgeacga acatggtcca gtgcatcgtt gattttcgac 4349 

atcgggaagt actccactgt cggcgeaata tctgtacggc cagccagctt cagcagtgaa 4409 

70 cgcagctgcg caggtgaace ggttgaagaa eccgteaegg egcggtcgcc taaaatcagg 4469 



55 



65 
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ctgaaagccg ggcacgtcaa acggcttcag tacggcaccc acggtatgga acttaccgcg 4529 

aggcgccagg gccgcaaagt agggttgcca gtcgagatcg acggcgaccg tgctgataat 4589 

^ caggtcaaac tggcccgcca ggctttttaa agctt 4624 

<210> 25 

10 

<211> 380 

<212> PRT 

15 <213> Erwinia uredovora 



<400> 25 

^° Met Gin Pro His Tyr Asp Leu He Leu Val Gly Ala Gly Leu Ala Asn 
1 5 10 , 

ft Gly Leu He Ala Leu Arg Leu Gin Gin Gin Gin Pro Asp Met Arg He 

20 25 

Leu Leu He Asp Ala Ala . Pro Gin Ala Gly Gly Asn His Thr Trp Ser 
30 35 40 *^ 

Phe His His ASP ASP Leu Thr Glu Ser Gin His Arg Trp He Ala Pro 
50 55 60 

Leu val val His His Trp Pro Asp Tyr Gin Val Arg Phe *ro Thr Arg 
65 70 

Arg Arg Lys Leu Asn Ser Gly Tyr Phe Cys He Thr Ser Gin Arg Phe 



35 



40 



85 90 ^5 
Gil 

100 105 



45 Ala Glu val Leu Gin Arg Gin Phe Gly Pro His Leu Trp Met Asp Thr 



Ala 



val Ala Glu Veil Asn Ala Glu Ser Val Arg Leu Lys Lys Gly Gin 



115 120 



55 



60 



val He Gly Ala Arg Ala Val He Asp Gly Arg Gly Tyr Ala Ala Asn 
130 135 

ser Ala Leu Ser Val Gly Phe Gin Ala Phe He Gly Gin Glu Trp Arg 

145 150 xoo 

Leu ser His Pro His Gly Leu Ser Ser Pro He He Met Asp Ala Thr 
165 



65 val ASP Gin Gin Asn Gly Tyr Arg Phe Val Tyr Ser Leu Pro Leu Ser 



180 



Pro Thr Arg Leu Leu He Glu Asp Thr His Tyr He Asp Asn Ala Thr 
70 195 200 



34 

Leu Asp pro Glu Cys Ala Arg Gin Asn He Cys Asp Tyr Ala Ala Gin 
210 215 220 

5 

Gin Gly Trp Gin Leu Gin Thr Leu Leu Arg Glu Glu Gin Qly Ala Leu 
225 230 235 



10 



pro He Thr Leu Ser Gly Asn Ala Asp Ala Phe Trp Gin Gin Arg Pro 



245 



15 Leu Ala cys Ser Gly Leu Arg Ala Gly Leu Phe His Pro Thr Thr Gly 
260 265 

Tyr ser Leu Pro Leu Ala Val Ala Val Ala Asp Arg Leu Ser Ala Leu 
20 275 280 285 



Asp val Phe Thr Ser Ala Ser He His His Ala lie Thr His Phe Ala 
^ 290 295 300 

Arg Glu Arg Trp Gin Gin Gin Gly Phe Phe Arg Met Leu Asn Arg Met 
305 .310 



^° Leu Phe Leu Ala Gly Pro Ala Asp Ser Arg Trp Arg Val Met Gin Arg 

325 330 ^'^=^ 

35 Phe Tyr Gly Leu Pro Glu Asp Leu He Ala Arg Phe Tyr Ala Gly Lys 
340 345 -^^^ 

Leu Thr Leu Thr Asp Arg. Leu Arg He Leu Ser Gly Lys Pro Pro Val 
40 355 360 365 

Pro Val Leu Ala Ala Leu Gin Ala He Met Thr Thr 
45 370 375 380 

<210> 26 

9^0 <211> 492 

<212> PRT 

<213> Erwinia uredovora 



55 



<400> 26 



60 Met Lys Pro Thr Thr Val He Gly Ala Gly Phe Gly Gly Leu Ala Leu 
^ 5 

Ala He Arg Leu Gin Ala Ala Gly He Pro Val Leu Leu Leu Glu Gin 
65 20 25 



Arg ASP Lys Pro Gly Gly Arg Ala Tyr Val Tyr Glu Asp Gin Gly Phe 
35 

70 
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Thr Phe Asp Ala Gly Pro Thr Val He Thr Asp Pro Ser Ala He Glu 
50 55 60 

5 

Glu Leu Phe Ala Leu Ala Gly Lys Gin Leu Lys Glu Tyr Val Glu Leu 
65 70 75 80 

10 Leu Pro Val Thr Pro Phe Tyr Arg Leu Cys Trp Glu Ser Gly Lys Val 

85 90 95 

Phe Asn Tyr Asp Asn Asp Gin Thr Arg Leu Glu Ala Gin He Gin Gin 
15 100 105 110 

Phe Asn Pro Arg Asp Val Glu Gly Tyr Arg Gin Phe Leu Asp Tyr Ser 
115 120 125 

20 

Arg Ala Val Phe Lys Glu Gly Tyr Leu Lys Leu Gly Thr Val Pro Phe 
130 135 140 

^5 

Leu Ser Phe Arg Asp Met Leu Arg Ala Ala Pro Gin Leu Ala Lys Leu 
145 150 155 160 

30 Gin Ala Trp Arg Ser Val Tyr Ser Lys Val Ala Ser Tyr He Glu Asp 

165 170 175 

Glu His Leu Arg Gin Ala Phe Ser Phe His Ser Leu Leu Val Gly Gly 
35 180 185 190 

. fl 

Asn Pro Phe Ala Thr Ser Ser He Tyr Thr Leu He His Ala Leu Glu 
195 200 205 

40 

Arg Glu Trp Gly Val Ti^P Phe Pro Arg Gly Gly Thr Gly Ala Leu Val 
210 215 220 

45 

• Gin Gly Met He Lys Leu Phe Gin Asp Leu Gly Gly Glu Val Val Leu 
225 230 235 240 

VSO Asn Ala Arg Val Ser His Met Glu Thr Thr Gly Asn Lys He Glu Ala 

245 250 255 

Val His Leu Glu Asp Gly Arg Arg Phe Leu Thr Gin Ala Val Ala Ser 
55 260 265 270 

Asn Ala Asp Val Val His Thr Tyr Arg Asp Leu Leu Ser Gin His Pro 
275 280 285 

60 

Ala Ala Val Lys Gin Ser Asn Lys Leu Gin Thr Lys Arg Met Ser Asn 
290 295 300 

65 ... 

Ser Leu Phe Val Leu Tyr Phe Gly Leu Asn His Hxs His Asp Gin Leu 
305 310 315 320 



70 Ala His His Thr Val Cys Phe Gly Pro Arg Tyr Arg Glu Leu He Asp 
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325 ■ 330 335 

Glu He Phe Asn His Asp Gly Leu Ala Glu Asp Phe Ser Leu Tyr Leu 
5 340 345 

His Ala Pro Cys Val Thr Asp Ser Ser Leu Ala Pro Glu Gly Cys Gly 
355 360 365 

10 

Ser Tyr Tyr Val Leu Ala Pro Val Pro His Leu Gly Thr Ala Asn Leu 
370 375 380 

ASP Trp Thr val Glu Gly Pro Lys Leu Arg Asp Arg He Phe Ala Tyr 

20 Leu Glu Gin His Tyr Met Pro Gly Leu Arg Ser Gin Leu Val Thr His 

405 410 

^ Arg Met Phe Thr Pro Phe Asp Phe Arg Asp Gin Leu Asn Ala Tyr His 
^5 420 425 

Gly Ser Ala Phe Ser Val Glu Pro Val Leu Thr Gin Ser Ala Trp Phe 
435 440 

30 

Arg Pro His Asn Arg Asp Lys Thr He Thr Asn Leu Tyr Leu Val Gly 
450 455 460 

Ala Gly Thr His Pro Gly Ala Gly He Pro Gly Val He Gly Ser Ala 
465 470 475 • 48U 

40 Lys Ala Thr Ala Gly Leu Met Leu Glu Asp Leu He 

485 490 

<:210> 27 

45 

<211> 296 
<212> PRT . 
^bo <213> Erwinia uredpvora 



<400> 27 

Met Ala Val Gly Ser Lys Ser Phe Ala Thr Ala Ser Lys Leu Phe Asp 
1 5 10 " 

60 Ala Lys Thr Arg Arg Ser Val Leu Met Leu Tyr Ala Trp Cys Arg His 
20 . 25 JU 

cys Asp Asp val He Asp Asp Gin Thr Leu Gly Phe Gin Ala Arg Gin 
65 35 40 45 

Pro Ala Leu Gin Thr Pro Glu Gin Arg Leu Met Gin Leu Glu Met Lys 
50 55 60 

70 
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Thr Arg Gin Ala Tyr Ala Gly Ser Gin Met His Glu Pro Ala Phe Ala 
65 70 75 80 



Ala Phe Gltx Glu Val Ala Met Ala His Asp lie Ala Pro Ala Tyr Ala 
85 90 95 



10 Phe Asp His Leu Glu Gly Phe Ala Met Asp Val Arg Glu Ala Gin Tyr 
100 105 110 

Ser Gin Leu Asp Asp Thr Leu Arg Tyr Cys Tyr His Val Ala Gly Val 
15 115 120 125 



Val Gly Leu Met Met Ala Gin lie Met Gly Val Arg Asp Asn Ala Thr 
130 135 140 

20 

Leu Asp Arg Ala Cys Asp Leu Gly Leu Ala Phe Gin Leu Thr Asn He 
145 150 155 160 

25 

Ala Arg Asp He Val Asp Asp Ala His Ala Gly Arg Cys Tyr Leu Pro 
165 170 175 

30 Ala Ser Trp Leu Glu His Glu Gly Leu Asn Lys Glu Asn Tyr Ala Ala 
180 185 190 

Pro Glu Asn Arg- Gin Ala Leu Ser Arg He Ala Arg Arg Leu Val Gin / 
35 195 200 205 

Glu Ala Glu Pro Tyr Tyr Leu Ser Ala Thr Ala Gly Leu Ala Gly Leu 
210 215 220 

40 

Pro Leu Arg Ser Ala Trp Ala He Ala Thr Ala Lys Gin Val Tyr Arg 
225 230 235 240 

45 

Lys He Gly Val Lys Val Glu Gin Ala Gly Gin Gin Ala Trp Asp Gin 
245 250 255 

50 Arg Gin Ser Thr Thr Thr Pro Glu Lys Leu Thr Leu Leu Leu Ala Ala 
260 265 270 

Ser Gly Gin Ala Leu Thr Ser Arg Met Arg Ala His Pro Pro Arg Pro 
55 275 280 285 

Ala His Leu Trp Gin Arg Pro Leu 
290 295 

60 

<210> 28 
<211> 32 

65 

<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 



PF 54058 



38 



10 



<220> 

<221> primer_bind 

<222> (1)..(32) 
<223> 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



<400> 28 

tttttctcga gcgataaacg ctcacttggt ta 



<210> 29 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Ktinstliche Secjuenz 
<220> 

<221> priic\er„bind 

<222> (1)..(32) 
<223> 



<400> 29 

tttttgtcga cacgttatgc tcacaacccc gg 



32 



32 



<210> 
<211> 
<212> 



30 

679 

DNA 



<213> Escherichia coli 



50 



55 



'<220> 
<221> CDS 
<222> (87).. (635) 
<223> 



60 



65 



<400> 30 

ctcgagcgat aaacgctcac ttggttaatc atttcactct tcaattatct ataatgatga 50 



atgatcagaa ttacatgtga gaaatt atg caa acg gaa cac gtc att tta ttg 

Met Gin Thr Glu His Val lie Leu Leu 
1 5 



aat gca cag gga gtt ccc acg ggt acg ctg gaa aag tat gcc gca cac 
Asn Ala Gin Gly Val Pro Thr Gly Thr Leu Glu Lys Tyr Ala Ala His 
70 10 15 20 25 



113 



161 
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45 



39 

acg gca gac acc cgc tta cat etc gcg ttc tec agt tgg ctg ttt aat 

Thr Ala Asp Thr Arg Leu His Leu Ala Phe Ser Ser Trp Leu Phe Asn 
30 35 40 

gcc aaa gga caa tta tta gtt acc cgc cgc gca ctg age aaa aaa gca 

Ala Lys Gly Gin Leu Leu Val Thr Arg Arg Ala Leu Ser Lys Lys Ala 
45 50 55 



60 



65 



155 160 165 

gaa gcc aga aaa cga tta tct gca ttt acc cag ctt aaa taa 
40 Glu Ala Arg Lys Arg Leu Ser Ala Phe Thr Gin Leu Lys 
170 175 180 





<210> 


31 




<211> 


182 


50 


<212> 


PRT 




<213> 


Escherichia coli 


55 


<400> 


31 



Met Gin Thr Glu His Val lie Leu Leu Asn Ala Gin Gly Val Pro Thr 
15 10 15 

Gly Thr Leu Glu Lys Tyr Ala Ala His Thr Ala Asp Thr Arg Leu His 
20 25 30 

Leu Ala Phe Ser Ser Trp Leu Phe Asn Ala Lys Gly Gin Leu Leu Val 
35 40 45 



209 



257 



305 



10 tgg cct ggc gtg tgg act aac teg gtt tgt ggg cac cca caa ctg gga 
Trp Pro Gly Val Trp Thr Asn Ser Val Cys Gly His Pro Gin Leu Gly 
60 65 70 

gaa age aac gaa gac gca gtg ate cgc cgt tgc cgt tat gag ctt ggc 353 
15 Glu Ser Asn Glu Asp Ala Val lie Arg Arg Cys Arg Tyr Glu Leu Gly 

Qf\ Qc; 



401 



449 



gtg gaa att acg cct cct gaa tct ate tat cct gac ttt cgc tac cgc 
20 Val Glu lie Thr Pro Pro Glu Ser He Tyr Pro Asp Phe Arg Tyr Arg 
90 95 100 105 

gcc acc gat ccg agt ggc att gtg gaa aat gaa gtg tgt ccg gta ttt 
Ala Thr Asp Pro Ser Gly He Val Glu Asn Glu Val Cys Pro Val Phe 
25 110 115 120 

gcc gca cgc acc act agt gcg tta cag ate aat gat gat gaa gtg atg 497 

Ala Ala Arg Thr Thr Ser Ala Leu Gin He Asn Asp Asp Glu Val Met 
125 130 135 

30 

gat tat caa tgg tgt gat tta gca gat gta tta cac ggt att gat gcc 

Asp Tyr Gin Trp Cys Asp Leu Ala Asp Val Leu His Gly He Asp Ala 

140 145 150 ^ 

35 acg ccg tgg gcg ttc agt ccg tgg atg gtg atg cag gcg aca aat cgc 593 
Thr Pro Trp Ala Phe Ser Pro Trp Met Val Met Gin Ala Thr Asn Arg 

ICC 1 165 



545 



635 



aaaaaccccg acatttgccg gggttgtgag cataacgtgt cgac 679 



70 Thr Arg Arg Ala Leu Ser Lys Lys Ala Trp Pro Gly Val Trp Thr Asn 



PF 54058 



40 

50 55 60 



Ser Val Cys Gly His Pro Gin Leu Gly Glu Ser Asn Glu Asp Ala Val 
65 70 75 80 

lie Arg Arg Cys Arg Tyr Glu Leu Gly Val Glu He Thr Pro Pro Glu 
85 90 95 

Ser lie Tyr Pro Asp Phe Arg Tyr Arg Ala Thr Asp Pro Ser Gly He 
100 105 110 

Val Glu Asn Glu Val Cys Pro Val Phe Ala Ala Arg Thr Thr Ser Ala 
115 120 125 

Leu Gin He Asn Asp Asp Glu Val Met Asp Tyr Gin Trp Cys Asp Leu 
130 135 140 

Ala Asp Val Leu His Gly He Asp Ala Thr Pro Trp Ala Phe Ser Pro 
145 150 155 160 

Trp Met Val Met Gin Ala Thr Asn Arg Glu Ala Arg Lys Arg Leu Ser 
165 170 175 

Ala Phe Thr Gin Leu Lys 
180 

<210> 32 
<211> 31 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 



<220> 

<221> primer_bind 

<222> (1)-.{31) 
<223> 



<400> 32 

tttttccatg gtgaaggagg aaatagcgaa a 



<210> 33 ■ 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



PF 54058 



41 

<220> 

<221> primer^bind 
<222> (1)..(32) 
<223> 



<400> 33 

tttttaagct ttcacttttt tcttgtaacc aa 



<210> 34 

<211> .962 

<212>: DNA 

<213> Arcliaeoglobus fulgidus 



<220> 

<221> CDS 

<222> (3).. (956) 

<223> 



<400> 34 

cc atg gtg aag gag gaa ata gcg aaa agg gcc gaa ata ate aac aaa 

Met Val Dys Glu Glu lie Ala Lys Arg Ala Glu He Tie Asn Lys 
15 10 15 

gcc att gaa gag ctt ctg ccc gaa agg gag ccg att gga etc tac aaa 
Ala He Glu Glu Leu Leu Pro Glu Arg Glu Pro lie Gly Leu Tyr Lys 
20 25 30 

gcc gca agg cat ctg ate aaa gca ggt ggc aag agg eta agg cct gta 
Ala Ala Arg His Leu He Lys Ala Gly Gly Lys Arg Leu Arg Pro Val 
35 40 45 

ata age etc tta gca gtc gaa gee ctt ggg aaa gac tac aga aag att 
He Ser Leu Leu Ala Val Glu Ala Leu Gly Lys Asp Tyr Arg Lys He 
50 55 60 

ate ccg get get gtc age att gaa aca ate cac aac ttc acc etc gtg 
He Pro Ala Ala Val Ser He Glu Tiir He His Asn Phe Thr Leu Val 
65 70 75 

eat gac gac ata atg gac agg gac gag atg agg agg gga gtt ccg acg 
His Asp Asp He Met Asp Arg Asp Glu Met Arg Arg Gly Val Pro Thr 
80 85 90 95 

gta cac agg gtt tat ggg gaa gcg acg gcc att tta gca ggc gac aca 
Val His Arg Val Tyr Gly Glu Ala Thr Ala He Leu Ala Gly Asp Thr 
100 105 110 

etc ttt get gaa gee ttc aag ctg ctg aca aag tgc gat gtt gag age 
Leu Phe Ala Glu Ala Phe Lys Leu Leu Thr Lys Cys Asp Val Glu Ser 
115 120 125 

gag gga ate aga aaa get aca gaa atg ctt teg gac gtt tgc ata aaa 
Glu Gly He Arg Lys Ala Thr Glu Met Leu Ser Asp Val Cys He Lys 
130 135 140 
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ata tgc gag ggg cag tac tac gac atg age ttt gag aaa aag gag age 479 
lie Cys Glu Gly Gin Tyr Tyr Asp Met Ser Phe Glu Lys Lys Glu Ser 
145 150 155 

5 

gtt tec gag gag gag tat etc agg atg gte gag ctg aag acc gga gtg 527 
Val Ser Glu Glu Glu Tyr Leu Arg Met Val Glu Leu Lys Thr Gly Val 
160 165 170 175 

10 ctg att gca get tet gca gca tta ect gcg gtg ett ttt ggg gag age 575 
Leu lie Ala Ala Ser Ala Ala Leu Pro Ala Val Leu Phe Gly Glu Ser 
180 185 190 

gag gaa att gta aag gcg ctg tgg gac tac gga gtt ett age ggt att 623 
15 Glu Glu lie Val Lys Ala Leu Trp Asp Tyr Gly Val Leu Ser Gly lie 
195 200 205 

ggc ttc cag ate cag gac gac ctg ett gac ctg act gag gag ace gga 671 
Gly Phe Gin lie Gin Asp Asp Leu Leu Asp Leu Thr Glu Glu Thr Gly 
20 210 215 220 



25 



aag gac tgg gga age gac ctg ett aaa ggg aag aaa ace ctg att gte 719 
Lys Asp Trp Gly Ser Asp Leu Leu Lys Gly Lys Lys Thr Leu He Val 
225 230 235 

ata aag gcg ttc gaa aag gga gtg aag eta aag aeg ttt gga aag gaa 767 
He Lys Ala Phe Glu Lys Gly Val Lys Leu Lys Thr Phe Gly Lys Glu 
240 245 250 255 

30 aag gcg gac gte tet gag att aga gat gat ate gaa aag tta aga gag 815 
Lys Ala Asp Val Ser Glu He Arg Asp Asp He Glu Lys Leu Arg Glu 
260 265 270 

tgt ggt gcg att gat tac get gee age atg gca aga aag atg get gaa ^ 863 
35 Cys Gly Ala He Asp Tyr Ala Ala Ser Met Ala Arg Lys Met Ala Glu 
275 280 285 

gag gcg aaa aga aag etc gaa gtt ctg ect gaa age aaa gee aag gaa 911 
Glu Ala Lys Arg Lys Leu Glu Val Leu Pro Glu Ser Lys Ala Lys Glu 
40 290 295 300 



45 



50 



60 



aca ctg ctg gaa ett ace gac ttc ttg gtt aca aga aaa aag tga 956 

Thr Leu Leu Glu Leu Thr Asp Phe Leu Val Thr Arg Lys Lys 
305 310 315 

aagctt 962 



<210> 35 

<211> 317 

<212> PRT 

55 <213> Archaeoglobus fulgidus 



<400> 35 

Met. Val Lys Glu Glu He Ala Lys Arg Ala Glu He He Asn Lys Ala 
15 10 15 



65 He Glu Glu Leu Leu Pro Glu Arg Glu Pro He Gly Leu Tyr Lys Ala 
20 25 30 

Ala Arg His Leu He Lys Ala Gly Gly Lys Arg Leu Arg Pro Val He 
70 35 40 45 



Ph 54Ub» 



10 



25 



30 



45 



50 



65 



70 



43 



Ser Leu Leu Ala Val Glu Ala Leu Gly Lys Asp Tyr Arg Lys lie lie 
50 55 60 

Pro Ala Ala Val Ser lie Glu Thr lie His Asn Phe Thr Leu Val His 
65 70 75 80 

Asp Asp lie Met Asp Arg Asp Glu Met Arg Arg Gly Val Pro Thr Val 
85 90 95 



15 His Arg Val Tyr Gly Glu Ala Thr Ala He Leu Ala Gly Asp Thr Leu 
100 105 110 

Phe Ala Glu Ala Phe Lys Leu Leu Thr Lys Cys Asp Val Glu Ser Glu 
20 115 120 125 



Gly He Arg Lys Ala Thr Glu Met Leu Ser Asp Val Cys He Lys He 
130 135 140 

Cys Glu Gly Gin Tyr Tyr Asp Met Ser Phe Glu Lys Lys Glu Ser Val 

145 150 155 160 

Ser Glu Glu Glu Tyr Leu Arg Met Val Glu Leu Lys Thr Gly Val Leu 

165 170 175 



35 He Ala Ala Ser Ala Ala Leu Pro Ala Val Leu Phe Gly Glu Ser Glu 
180 185 190 

Glu He Val Lys Ala Leu Trp Asp Tyr Gly Val Leu Ser Gly He Gly 
40 195 200 205 



Phe Gin He Gin Asp Asp Leu Leu Asp Leu Thr Glu Glu Thr Gly Lys 
210 215 220 

Asp Trp Gly Ser Asp Leu Leu Lys Gly Lys Lys Thr Leu He Val He 
225 230 235 240 

Lys Ala Phe Glu Lys Gly Val Lys Leu Lys Thr Phe Gly Lys Glu Lys 
245 250 255 



55 Ala Asp Val Ser Glu He Arg Asp Asp He Glu Lys Leu Arg Glu Cys 

260 265 270 

Gly Ala He Asp Tyr Ala Ala Ser Met Ala Arg Lys Met Ala Glu Glu 
60 275 280 285 



Ala Lys Arg Lys Leu Glu Val Leu Pro Glu Ser Lys Ala Lys Glu Thr 
290 295 300 

Leu Leu Glu Leu Thr Asp Phe Leu Val Thr Arg Lys Lys 
305 310 315 



10 



20 



25 



35 



55 



44 

<210> 36 

<211> 1293 

<212> DNA 

<213> Archaeoglobus fulgidus 
<220> 

<221> CDS 



15 <222> (206) (1159) 
<223> 



<400> 36 

taaaacgacg gccagtgagc gcgcgtaata cgactcacta tagggcgaat tgggtaccgg 60 

gccccccctc gacgccgtcg ttcaatgaga atggataaga ggctcgtggg attgacgtga 120 

gggggcaggg atggctatat ttctgggagc gaactccggg cgaggatcta gttgtaggga 180 



gggattcatg acaccacaaa cagcc atg gtg aag gag gaa ata gcg aaa agg 232 

Met Val Lys Glu Glu lie Ala Lys Arg 
30 15 



gcc gaa ata ate aac aaa gcc att gaa gag ctt ctg ccc gaa agg gag 280 
Ala Glu lie lie Asn Lys Ala Xle Glu Glu Leu Leu Pro Glu Arg Glu 
10 15 20 25 

ccg att gga etc tac aaa gee gea agg cat ctg ate aaa gca ggt ggc 328 
Pro lie Gly Leu Tyr Lys Ala Ala Arg His Leu lie Lys- Ala Gly Gly 
30 35 40 



40 aag agg eta agg eet gta ata age etc tta gca gte gaa gcc ctt ggg 376 
Lys Arg Leu Arg Pro Val lie Ser Leu Leu Ala Val Glu Ala Leu Gly 
45 50 55 

aaa gac tac aga aag att ate ccg get get gte age att gaa aca ate 424 
45 Lys Asp Tyr Arg Lys lie lie Pro Ala Ala Val Ser lie Glu Thr lie 
60 65 70 

eac aac ttc aec etc gtg .cat gac gac ata atg gac agg gac gag atg 472 
His Asn Phe Thr Leu Val His Asp Asp He Met Asp 2^g Asp Glu Met 
50 75 80 85 

agg agg gga gtt ccg acg gta eac agg gtt tat ggg gaa gcg aeg gee 520 
Arg Arg Gly Val Pro Thr Val His Arg Val Tyr Gly Glu Ala Thr Ala 
90 95 100 105 



att tta gca ggc gae aca etc ttt get gaa gee ttc aag ctg ctg aca 568 
He Leu Ala Gly Asp Thr Leu Phe Ala Glu Ala Phe Lys Leu Leu Thr 
110 115 120 



60 aag tgc gat gtt gag age gag gga ate aga aaa get aca gaa atg ctt 616 
Lys Cys Asp Val Glu Ser Glu Gly He Arg Lys Ala Thr Glu Met Leu 
125 130 135 

teg gac gtt tgc ata aaa ata tgc gag ggg cag tac tac gac atg age 664 
65 Ser Asp Val Cys He Lys He Cys Glu Gly Gin Tyr Tyr Asp Met Ser 
140 145 150 

ttt gag aaa aag gag age gtt tec gag gag gag tat etc agg atg gte 712 
Phe Glu Lys Lys Glu Ser Val Ser Glu Glu Glu Tyr Leu Arg Met Val 
70 155 160 165 
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45 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



gag ctg aag acc gga gtg ctg att gca get tct gca gca tta cct gcg 
Glu Leu Lys Thr Gly Val Leu lie Ala Ala Ser Ala Ala Leu Pro Ala 
170 175 180 185 

gtg ctt ttt ggg gag age gag gaa att gta aag gcg ctg tgg gac tac 
Val Leu Phe Gly Glu Ser Glu Glu lie Val Lys Ala Leu Trp Asp Tyr 
190 195 200 

gga gtt ctt age ggt att ggc ttc eag ate eag gae gac ctg ctt gac 
Gly Val Leu Ser Gly lie Gly Phe Gin lie Gin Asp Asp Leu Leu Asp 
205 210 215 

ctg act gag gag acc gga aag gac tgg gga age gac ctg ctt aaa ggg 
Leu Thr Glu Glu Thr Gly Lys Asp Trp Gly Ser Asp Leu Leu Lys Gly 
220 225 230 

aag aaa acc ctg att gtc ata aag gcg ttc gaa aag gga gtg aag eta 
Lys Lys Thr Leu lie Val lie Lys Ala Phe Glu Lys Gly Val Lys Leu 
235 240 245 

aag aeg ttt gga aag gaa aag gcg gac gtc tct gag att aga gat gat 
Lys Thr Phe Gly Lys Glu Lys Ala Asp Val Ser Glu lie Arg Asp Asp 
250 255 260 265 

ate gaa aag tta aga gag tgt ggt gcg att gat tac get gcc age atg 
lie Glu Lys Leu Arg Glu Cys Gly Ala lie Asp Tyr Ala Ala Ser Met 
270 275 280 

gca aga aag atg get gaa gag . gcg aaa aga aag etc gaa gtt ctg cct 
Ala Arg Lys Met Ala Glu Glu Ala Lys Arg Lys Leu Glu Val Leu Pro 
285 290 295 

gaa age aaa gcc aag gaa aca ctg ctg gaa ctt acc gac ttc ttg gtt 
Glu Ser Lys Ala Lys Glu Thr Leu Leu Glu Leu Thr Asp Phe Leu Val 
300 305 310 

aca aga aaa aag tga aagcttcaat tgcatgctct agatgatcaa agaattcctg 
Thr Arg Lys Lys 
315 

gcctagtcta taggaggttt tgaaaagaaa ggagcaataa tcattttctt gttctatcaa 
gagggtgcta ttgctccttt ctttttttct cgag 



760 

808 

856 

904 

952 

1000 

1048 

1096 

^ 1144 

1199 

1259 
1293 



50 



55 



60 



<210> 


37 


<211> 


317 


<212> 


PRT 


<213> 


Archaeoglobus fulgidus 


<400> 


37 



Met Val Lys Glu Glu Xle Ala Lys Arg Ala Glu He He Asn Lys Ala 
15 10 15 



65 



He Glu Glu Leu Leu Pro Glu Arg Glu Pro lie Gly Leu Tyr Lys Ala 
20 25 30 

Ala Arg His Leu He Lys Ala Gly Gly Lys Arg Leu Arg Pro Val He 
35 40 45 



70 
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Ser Leu Leu Ala Val Glu Ala Leu ciy Lys Asp Tyr Arg Lys lie lie 
50 55 60 

5 Pro Ala Ala Val Ser He Glu Thr He His Asn Phe Thr Leu Val His 
65 70 75 80 

Asp Asp He Met Asp Arg Asp Glu Met Arg Arg Gly Val Pro Thr Val 
10 85 90 95 

His Arg Val Tyr Gly Glu Ala Thr Ala He Leu Ala Gly Asp Thr Leu 
100 105 110 

15 

Phe Ala Glu Ala Phe Lys Leu Leu Thr Lys Cys Asp Val Glu Ser Glu 
115 120 125 

20 

Gly He Arg Lys Ala Thr Glu Met Leu Ser Asp Val Cys He Lys He 
130 135 140 

25 Cys Glu Gly Gin Tyr Tyr Asp Met Ser Phe Glu Lys " Lys Glu Ser Val 
145 150 155 160 

Ser Glu Glu Glu Tyr Leu Arg Met Val Glu Leu Lys Thr Gly Val Leu 
30 165 170 175 

He Ala Ala Ser Ala Ala Leu Pro Ala Val Leu t>he Gly Glu Ser Glu 
180 185 190 

35 

Glu He Val Lys Ala Leu Trp Asp Tyr Gly Val Leu Ser Gly He Gly 
195 200 205 

40 

Phe Gin He Gin Asp Asp Leu Leu Asp Leu Thr Glu Glu Thr Gly Lys 
210 215 220 

45 

Asp Trp Gly Ser Asp Leu Leu Lys Gly Lys Lys Thr Leu He Val He 
225 230 235 240 

50 Lys Ala Phe Glu Lys Gly Val Lys Leu Lys Thr Phe Gly Lys Glu Lys 

245 250 255 

Ala Asp Val Ser Glu He Arg Asp Asp He Glu Lys Leu Arg Glu Cys 
55 260 265 270 

Gly Ala He Asp Tyr Ala Ala Ser Met Ala Arg Lys Met Ala Glu Glu 
275 280 285 

60 

Ala Lys Arg Lys Leu Glu Val Leu Pro Glu Ser Lys Ala Lys Glu Thr 
290 295 300 

65 

Leu Leu Glu Leu Thr Asp Phe Leu Val Thr Arg Lys Lys 
305 310 315 
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<210> 38 

<211> 35 

5 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

10 

<220> 

<221> prinier_bind 

15 <222> (1) . . (35) 
<223> 



20 



30 



40 



50 



60 



<400> 38 

gagctcttca ttatttcgat tttgatttcg tgacc 35 



25 <210> 39 

<211> 38 

<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 



35 <220> 

<221> Primer 
<222> (1) . . (38) 



<223> 



45 <400> 39 

aagcttiggtt gatcagaaga agaagaagaa gatgaact 38 



<210> 40 
<211> 647 
<212> DNA 



55 <213> Arabidopsis thaliana 



<220> 

<221> Promotor 
<222> (1) . . (647) 



65 <223> 



<400> 40 

70 gagctcttca ttatttcgat tttgatttcg tgaccagcga acgcagaata ccttgttgtg 60 



PF 54058 



48 



10 



15 



20 



taatacttta cccgtgtaaa tcaaaaacaa aaaggctttt gagctttttg tagttgaatt 
tctctggctg atcttttctg tacagattca tatatctgca gagacgatat cattgattat 
ttgagcttct tttgaactat ttcgtgtaat ttgggatgag agctctatgt atgtgtgtaa 
actttgaaga caacaagaaa ggtaacaagt gagggaggga tgactccatg tcaaaataga 
tgtcataaga ggcccatcaa taagtgcttg agcccattag ctagcccagt aactaccaga 
ttgtgagatg gatgtgtgaa cagttttttt tttgatgtag gactgaaatg tgaacaacag 
gcgcatgaaa ggctaaatta ggacaatgat aagcagaaat aacttatcct ctctaacact 
tggcctcaca ttgcccttca cacaatccac acacatccaa tcacaacctc atcatatatc 
tcccgctaat ctttttttct ttgatctttt tttttttgct tattattttt ttgactttga 
tctcccatca gttcatcttc ttcttcttct tctgatcaac caagctt 



120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
647 



25 



30 



<210> 41 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Kanstliche Sequenz 



35 



40 



<220> 

<2 2 1 > pr imer_bind 

<222> (1) . , (28) 
<223> 



45 



50 



55 



60 



65 



<400> 41 

gagctcactc actgatttcc attgcttg 



<210> 42 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Ktlnstliche Seqcuenz 



<220> 

<221> Primer 



<222> 
<223> 



(1) . . (23) 



<400> 42 

aagcttttgt tgaagagatt tgg 



28 



23 



70 
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49 

<210> 43 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 



<220> 

<221> primer_bind 
15 <222> <1)..(37) 



<223> 



<400> 43 

cgccgttaag tcgatgtccg ttgatttaaa cagtgtc 37 



25 <210> 44 

<211> 34 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



35 <220> 

<221> prime r_bind 



<222> (1)..(34) 
<223> 



45 <400> 44 

atcaacggac atcgacttaa cggcgtttgt aaac 34 



<210> 45 

<211> 777 

<212> DNA 

55 <213> Arabidopsis thaliana 



<220> 

<221> Promotor 
<222> {1)..(777) 



65 <223> 



<400> 45 

70 gagctcactc actgatttcc attgcttgaa aattgatgat gaactaagat caatccatgt 60 
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50 

tagtttcaaa acaacagtaa ctgtggccaa cttagttttg aaacaacact aactggtcga 120 
agcaaaaaga aaaaagagtt tcatcatata tctgatttga tggactgttt ggagttagga 180 
^ ccaaacatta tctacaaaca aagacttttc tcctaacttg tgattccttc ttaaacccta 240 
ggggtaatat tctattttcc aaggatcttt agttaaaggc aaatccggga aattattgta 300 
10 atcatttggg gaaacatata aaagatttga gttagatgga agtgacgatt aatccaaaca 360 

420 
480 



15 



25 



30 



35 



40 



45 



<400> 46 

atg aaa acg aca aga tct att teg tgg cca teg act tgc tgg cat cac 
Met Lys Thr Thr Arg Ser He Ser Txrp Pro Ser Thr Cys Trp His Hxs 
50 1 5 10 15 



55 



cag ccg agt tgc tea age tgg gtg gca aat gag ttc age cct cag gcc 
Gin Pro Ser Cys Ser Ser Trp Val Ala Asn Glu Phe Ser Pro Gin Ala 
20 25 30 

etc aaa ggg ttg get ctg get ggt ctg att gga tea gcc tgg ctg etc 
Leu Lys Gly Leu Ala Leu Ala Gly Leu He Gly Ser Ala Trp Leu Leu 
35 40 45 



60 tec ctg ggc ctg age tac ace ctg cca ctt gat cag acg cct ggg ctg 
Ser Leu Gly Leu Ser Tyr Thr Leu Pro Leu Asp Gin Thr Pro Gly Leu 
50 55 60 



ttg att ggc age ttg att ctg etc aga gca ttt ctg cac acc ggg ctg 

65 Leu He Gly Ser Leu He Leu Leu Arg Ala Phe Leu His Thr Gly Leu 
65 70 75 80 

ttc ate gtt gee eae gat tee atg eae gee agt ctg gtt ccg ggt cat 

Phe He Val Ala His Asp Ser Met His Ala Ser Leu Val Pro Gly His 
70 85 90 95 



tatatatctc tttcttctta tttcccaaat taacagacaa aagtagaata ttggctttta 
acaccaatat aaaaacttgc ttcacaccta aacacttttg tttactttag ggtaagtgca 

aaaagccaac caaatccacc tgcactgatt tgacgtttac aaacgccgtt aagtcgatgt 540 

ccgttgattt aaacagtgtc ttgtaattaa aaaaatcagt ttacataaat ggaaaattta 600 

20 tcacttagtt ttcatcaact tctgaactta cctttcatgg attaggcaat actttccatt 660 

tttagtaact caagtggacc ctttacttct teaactccat ctctctcttt ctatttcact 720 

tctttcttct cattatatct cttgtcctct ccaccaaatc tcttcaacaa aaagctt 777 



<210> 46 

<211> 804 

<212> DNA 

<213> Synechoeoccus WH8102 ^ 
<220> 

<221> CDS. 

<222> <1)..<804) 

<223> 



48 



96 



144 



192 



240 



288 
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ccc gga ttg aac cgc tgg ate ggc aaa gtg tat ttg ttg gtg tat gca 
Pro Gly Leu Asn Arg Trp lie Gly Lys Val Tyr Leu Leu Val Tyr Ala 
100 105 110 

ggc ttg tct tat gag cgt tgt tec cgc aac cac aga cgt cat cac ctg 
Gly Leu Ser Tyr Glu Arg Cys Ser Arg Asn His Arg Arg His His Leu 
115 120 125 

gca ccg gag acg ttc cag gat cct gac tac caa cgt tgc acc aat aac 
Ala Pro Glu Thr Phe Gin Asp Pro Asp Tyr Gin Arg Cys Thr Asn Asn 
130 • 135 140 

aac ate eta gat tgg tat gtt cac ttc atg ggc aac tat ctg ggc atg 
Asn lie Leu Asp Trp Tyr Val His Phe Met Gly Asn Tyr Leu Gly Met 
145 150 155 160 

egg caa ctg tta aat eta age tgt ett tgg ctg geg eta ate att etc 
Arg Gin Leu Leu Asn Leu Ser Cys Leu Trp Leu Ala Leu lie lie Leu 
165 170 175 

aac ggt tct gat etc cct get cag ate atg cat ctg ctg ttg ttc age 
Asn Gly Ser Asp Leu Pro Ala Gin He Met His Leu Leu Leu Phe Ser 
180 185 190 

gtt ctg ccg ttg ate ate agt tec tgt caa ttg ttt eta gtg gga acc 
Val Leu Pro Leu He He Ser Ser Cys Gin Leu Phe Leu Val Gly Thr 
195 200 205 

tgg tta ccc cac ega cgt ggg gee acg aca cga ccg ggc gtg aca acg 
Trp Leu Pro His Arg Arg Gly Ala Thr Thr Arg Pro Gly Val Thr Thr 
210 215 220 

cgc age ctg get ttg eat cca gee etc tct ttc gca get tgt tac aac 
Arg Ser Leu Ala Leu His Pro Ala Leu Ser Phe Ala Ala Cys Tyr Asn 
225 230 235 240 

ttt ggc tat eat cgt gaa eat eat gaa teg cct tec aca ccc tgg ttt 
Phe Gly Tyr His Arg Glu His His Glu Ser Pro Ser Thr Pro Trp Phe 
245 250 255 

cag ctg cca caa ett cga aat gaa tea ttc act tga 
Gin Leu Pro Gin Leu Arg Asn Glu Ser Phe Thr 
260 265 

<210> 47 
<211> 267 
<212> PRT 

<213> Synechocoecus WH8102 



<400> 47 

Met Lys Thr Thr Arg Ser He Ser Trp Pro Ser Thr Cys Trp His His 
15 10 15 

Gin Pro Ser Cys Ser Ser Trp Val Ala Asn Glu Phe Ser Pro Gin Ala 
20 25 30 



Leu Lys Gly Leu Ala Leu Ala Gly Leu He Gly Ser Ala Trp Leu Leu 
35 40 45 



52 

Ser Leu Gly Leu Ser Tyr Thr Leu Pro Leu Asp Gin Thr Pro Gly Leu 
50 55 60 

5 Leu lie Gly Ser Leu lie Leu Leu Arg Ala Phe Leu His Thr Gly Leu 
65 70 75 80 

Phe lie Val Ala His Asp Ser Met His Ala Ser Leu Val Pro Gly His 
10 85 90 95 

Pro Gly Leu Asn Arg Trp lie Gly Lys Val Tyr Leu Leu Val Tyr Ala 
100 105 110 

15 

Gly Leu Ser Tyr Glu Arg Cys Ser Arg Asn His Arg Arg His His Leu 
115 120 125 

20 

Ala Pro Glu Thr Phe Gin Asp Pro Asp Tyr Gin Arg Cys Thr Asn Asn 
130 135 140 

25 Asn lie Leu Asp Trp Tyr Val His Phe Met Gly Asn Tyr Leu Gly Met 
145 150 155 160 

Arg Gin Leu Leu Asn Leu Ser Cys Leu Trp Leu Ala Leu lie lie Leu 
30 165 170 175 

Asn Gly Ser Asp Leu Pro Ala Gin lie Met His Leu Leu Leu Phe Ser 

180 185 190 ^ 

35 

Val Leu Pro Leu lie lie Ser Ser Cys Gin Leu Phe Leu- Val Gly Thr 
195 200. 205 

40 

Trp Leu Pro His Arg Arg Gly Ala Thr Thr Arg Pro Gly Val Thr Thr 
210 215 220 

45 Arg Ser Leu Ala Leu His Pro Ala Leu Ser Phe Ala Ala Cys Tyr Asn 
225 230 235 240 

Phe Gly Tyr His Arg Glu His His Glu Ser Pro Ser Thr Pro Trp Phe 
50 245 250 255 

Gin Leu Pro Gin Leu Arg Asn Glu Ser Phe Thr 
260 265 

55 

<210> 48 
<211> 804 

60 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Variante 

65 

<220> 

<221> CDS 

70 



53 

<222> (1)..(804) 
<223> 



<400> 48 

atg aaa acg aca aga tct att teg tgg cca teg act tgc tgg cat cac 48 

Met Lys Thr Thr Arg Ser He Ser Trp Pro Ser Thr Cys Tip His His 
10 1 5 10 15 

cag cog agt tgc tea age tgg gtg gea aat gag ttc age cct cag gee 96 

Gin Pro Ser Cys Ser Ser Trp Val Ala Asn Glu Phe Ser Pro Gin Ala 
20 25 30 



15 



35 



55 



etc aaa ggg ttg get ctg get ggt etg att gga tea gee tgg ctg etc 144 
Leu Lys Gly Leu Ala Leu Ala Gly Leu He Gly Ser Ala Trp Leu Leu 
35 40 45 



20 tee etg ggc etg age tac ace ctg cca ett gat cag acg cct ggg ctg 192 
Ser Leu Gly Leu Ser Tyr Thr Leu Pro Leu Asp Gin Thr Pro Gly Leu 
50 55 60 

ttg att ggc age ttg att ctg tgg cag acc ttt ctg cac acc ggg etg 240 
25 Leu He Gly Ser Leu He Leu Trp Gin Thr Phe Leu His Thr Gly Leu 
65 70 75 80 

ttc ate gtt gee cac gat tec atg cac gee agt ctg gtt ccg ggt cat 288 
Phe He Val Ala His Asp Ser Met His Ala Ser Leu Val Pro Gly His 
30 85 90 95 

cec gga ttg aac cgc tgg ate ggc aaa gtg tat ttg ttg gtg tat gea 336 
Pro Gly Leu Asn Arg Trp He Gly Lys Val Tyr Leu Leu Val Tyr Ala 

100 105 110 y 



ggc ttg tct tat gag cgt tgt tec cgc aac cac aga cgt cat cac ctg 384 
Gly Leu Ser Tyr Glu Arg Cys Ser Arg Asn His Arg Arg His His Leu 
115 120 125 



40 gea ccg gag acg ttc cag gat cct gac tac caa cgt tgc acc aat aac 43 2 

Ala Pro Glu Thr Phe Gin Asp Pro Asp Tyr Gin Arg Cys Thr Asn Asn 
130 135 140 

aac ate eta gat tgg tat gtt cac ttc atg ggc aac tat ctg ggc atg 480 
45 Asn He Leu Asp Trp Tyr Val His Phe Met Gly Asn Tyr Leu Gly Met 
145 150 155 160 

egg caa ctg tta aat eta age tgt ett tgg ctg gcg eta ate att etc 528 
Arg Gin Leu Leu Asn Leu Ser Cys Leu Trp Leu Ala Leu He He Leu 
50 165 170 . 175 

aac ggt tct gat etc cct get cag ate atg eat etg ctg ttg ttc age 576 
Asn Gly Ser Asp Leu Pro Ala Gin He Met His Leu Leu Leu Phe Ser 
180 185 190 



gtt ctg ccg ttg ate ate agt tec tgt caa ttg ttt eta gtg gga acc 624 
Val Leu Pro Leu He He Ser Ser Cys Gin Leu Phe Leu Val Gly Thr 
195 200 205 



60 tgg tta ccc cac cga cgt ggg gee acg aca cga ccg ggc gtg aca acg 672 
Trp Leu Pro His Arg Arg Gly Ala Thr Thr Arg Pro Gly Val Thr Thr 
210 215 220 

cgc age ctg get ttg cat cca gee etc tct ttc gea get tgt tac aac 720 
65 Arg Ser Leu Ala Leu His Pro Ala Leu Ser Phe Ala Ala Cys Tyr Asn 
225 230 235 240 

ttt ggc tat cat cgt gaa cat cat gaa teg cct tec aca cec tgg ttt 768 
Phe Gly Tyr His Arg Glu His His Glu Ser Pro Ser Thr Pro Trp Phe 
70 245 250 255 



PF 54058 



54 

cag ctg cca caa ctt cga aat gaa tea ttc act tga 
Gin Leu Pro Gin Leu Arg Asn Glu Ser Phe Thr 

265 

5 



10 



804 





260 


<210> 


49 


<211> 


267 


<212> 


PRT 


<213> 


KUnstliche Vari^nte 


<400> 


49 



15 



Met Lys Thr Thr Arg Ser lie Ser Trp Pro Ser Thr Cys Trp His His 
20 1 5 10 15 

Gin Pro Ser Cys Ser Ser Trp Val Ala Asn Glu Phe Ser Pro Gin Ala 
20 25 30 

25 

beu Lys Gly Leu Ala Leu Ala Gly Leu lie Gly Ser Ala Trp Leu Leu 
35 40 45 

30 

Ser Leu Gly Leu Ser Tyr Thr Leu Pro Leu Asp Gin Thr Pro Gly Leu 
50 55 60 

35 Leu He Gly Ser Leu He Leu Trp Gin Thr Phe Leu His Thr Gly Leu 
65 70 75 80 

Phe He Val Ala His Asp Ser Met His Ala Ser Leu Val Pro Gly His 
40 85 90 95 

Pro Gly Leu Asn Arg Trp He Gly Lys Val Tyr Leu Leu Val Tyr Ala 
100 105 110 

45 

Gly Leu Ser Tyr Glu Arg Cys Ser Arg Asn His Arg Arg His His Leu 
115 120 125 

50 

Ala Pro Glu Thr Phe Gin Asp Pro Asp Tyr Gin Arg Cys Thr Asn Asn 
130 135 140 

55 Asn He Leu Asp Trp Tyr Val His Phe Met Gly Asn Tyr Leu Gly Met 
145 150 155 160 

Arg Gin Leu Leu Asn Leu Ser Cys Leu Trp Leu Ala Leu He He Leu 
60 165 170 175 

Asn Gly Ser Asp Leu Pro Ala Gin He Met His Leu Leu Leu Phe Ser 
180 185 190 

65 

Val Leu Pro Leu He He Ser Ser Cys Gin Leu Phe Leu Val Gly Thr 
195 200 205 



70 



PF 54058 



55 

Trp Leu Pro His Arg Arg Gly Ala Thr Thr Arg Pro Gly Val Thr Thr 
210 215 

5 Arg Ser Leu Ala Leu His Pro Ala Leu Ser Phe Ala Ala Cys Tyr Asn 
225 230 235 

Phe Gly Tyr His Arg Glu His His Glu Ser Pro Ser Thr Pro Trp Phe 
•^0 245 250 ^=>3 



15 



20 



25 



30 



35 



Gin Leu Pro Gin Leu Arg Asn Glu Ser Phe Thr 
260 265 

<210> 50 
<211> 804 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Variante 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(804) 

<223> ^ 
<400> 50 . . . ^ - frrrt r-afc cac 48 



96 



atg aaa acg aca aga tct att teg tgg cca teg act tgc tgg cat cac 
^1 lyt Thr A?g Ser He Ser Trp Pro Ser Thr Cys Trp Hxs Hxs 

40 1 5 , ^° 

cag ccg agt tge tea age tgg gtg gca aat gag ttc age cot cag gee 
Sin Pro Ser Cys Ser Ser Trp Val Ala Asn Glu Phe Ser Pro Gin Ala 
20 25 

r-t-r- aaa aaa ttq get ctg get ggt ctg att gga tea gee tgg ctg cte 144 
llu lJs ilj Leu Kla Leu lla Gly Leu He Gly Ser Ala Trp Leu Leu 
35 40 4^ 

Kn i-r^n ftd aac eta age tac ace ctg cca ctt gat cag acg cct ggg qtg 
^ ser III %ly Leu llr Tyr Thr Leu Pro Leu Asp Gin Thr -Pro Gly Leu 
50 55 60 

att aac aac ttg att ctg etc aga gca ttt ctg cac acc ggg ctg 
55 llu lie Il5 llr Leu He Leu Leu Arg Ala Phe Leu His Thr Gly Leu 
65 70 75 

ffn ate att ace eac gat tec atg cac gee agt ctg gtt ccg ggt cat 
lit He vll III Us Lp ser Met His Ala Ser Leu Val Pro Gly Hxs 
60 . 85 ^° 

^^r. ca,^ tfca aac cac tgg ate ggc aaa gtg tat ttg ttg gtg tat gca 
pro l!y Leu aJ| A?g S He Ify Lys Val Tyr Leu Leu Val Tyr Ala 

^ x-*.^ i-r-t- rrao cat tcft tcc cgc aac cac aga cgt cat cac gga 

l?J III ser ijr llu A^g c?s Ser A^g Asn His Arg Arg His His Gly 

70 cat cct ggt act gat tta gat cct gac tac caa cgt tgc acc aat aac 



192 



240 



288 



336 



PF 54058 



10 



56 

His Pro Gly Thr Asp Leu Asp Pro Asp Tyr Gin Arg Cys Thr Asn Asn 
130 135 140 

aac ate eta gat tgg tat gtt cac ttc atg ggc aac tat ctg ggc atg 
Asn He Leu Asp Trp Tyr Val His Phe Met Gly Asn Tyr Leu Gly Met 
145 150 155 -L60 

egg caa ctg tta aat eta age tgt ett tgg etg gcg eta ate att etc 
Ara Gin Leu Leu Asn Leu Ser Cys Leu Trp Leu Ala Leu lie lie Leu 
^ 165 170 175 



35 



40 



45 



55 



60 



cag etg eea caa ett cga aat gaa tea tte act tga 
Gin Leu Pro Gin Leu Arg Asn Glu Ser Phe Thr 
260 26.5 



<210> 


51 


<211> 


267 


<212> 


PRT 


<213> 


Ktinstliche Variant e 


<400> 


51 



Met Lys Thr Thr Arg Ser He Ser Trp Pro Ser Thr Cys Trp His His 
- 10 15 



50 1 5 



Gin Pro Ser Cys Ser Ser Trp Val Ala Asn Glu Phe Ser Pro Gin Ala 
20 25 30 

Leu Lys Gly Leu Ala Leu Ala Gly Leu He Gly Ser Ala Trp Leu Leu 
35 40 45 

Ser Leu Gly Leu Ser Tyr Thr Leu Pro Leu Asp Gin Thr Pro Gly Leu 
50 55 60 



65 Leu He Gly Ser Leu He Leu Leu Arg Ala Phe Leu His Thr Gly Leu 
65 70 75 80 

Phe He Val Ala His Asp Ser Met His Ala Ser Leu Val Pro Gly His 
70 85 90 95 



480 



528 



576 



aac ggt tct gat etc ect get cag ate atg eat ctg etg ttg ttc age 
Asn Gly Ser Asp Leu Pro Ala Gin He Met His Leu Leu Leu Phe Ser 
180 185 190 

att ctg ccg ttg ate ate agt tec tgt caa ttg ttt eta gtg gga acc 624 
Val Leu Pro Leu He He Ser Ser Cys Gin Leu Phe Leu Val Gly Thr 
195 200 205 

20 tgg tta cce cac cga cgt ggg gee aeg aca cga ccg ggc gtg aca acg 
Trp Leu Pro His Arg Arg Gly Ala Thr Thr Arg Pro Gly Val Thr Thr 
210 215 220 

cge age etg get ttg eat eea gee etc tct ttc gea get tgt tae aac 
25 Arg ser Leu Ala Leu His Pro Ala Leu Ser Phe Ala Ala Cys Tyr Asn 

ttt age tat eat cgt gaa cat cat gaa teg ect tec aca cce tgg ttt 
Phe Gly Tyr His Arg Glu His His Glu Ser Pro Ser Thr Pro Trp Phe 
30 245 250 255 



672 



720 



768 



804 



PF 54058 



57 

Pro Gly Leu Asn Arg Trp lie Gly Lys Val Tyr Leu Leu Val Tyr Ala 
100 105 

5 

Gly Leu Ser Tyr Glu Arg Cys Ser Arg Asn His Arg Arg His His Gly 
115 120 125 

His pro Gly Thr Asp Leu Asp Pro Asp Tyr Gin Arg Cys Thr Asn Asn 
130 135 140 

15 Asn lie Leu Asp Trp Tyr Val His Phe Met Gly Asn Tyr Leu Gly Met 
X45 150 155 

Arg Gin Leu Leu Asn Leu Ser Cys Leu Trp Leu Ala Leu He lie Leu- 
20 165 170 175 

Asn Gly ser Asp Leu Pro Ala Gin He Met His Leu Leu Leu Phe Ser 
180 185 190 

25 

Val Leu Pro Leu He He Ser Ser Cys Gin Leu Phe Leu Val Gly Thr 
195 200 205 

Trp Leu Pro His Arg Arg Gly Ala Thr Thr Arg Pro Gly Val Thr Thr 
210 215 220 



30 



35 Arg ser Leu Ala Leu His Pro Ala Leu Ser Phe Ala Ala Cys Tyr Asn 
225 230 235 ^ 

Phe Gly Tyr His Arg Glu His His Glu Ser Pro Ser Thr Pro Trp Phe 
40 245 250 255 

Gin Leu Pro Gin Leu Arg Asn Glu Ser Phe Thr 
260 265 

. 45 

<210> 52 
<211> 690 

50 

<212> DNA 

<213> Nodular ia spumigena NSORlO 

55 

<220> 

<221> CDS 

60 

<222> (1),.(690) 
<223> 

65 

ata^gcg^atc gcc att att agt ata tgg get ate age eta ggt ttg tta 
Me? Ala He Ala He He Ser He Trp Ala He Ser Leu Gly Leu Leu 
70 1 5 10 15 



58 

ctt tat att gat ata tec caa ttc aag ttt tgg atg ttg tta ccg etc 
Leu Tyr lie Asp lie Ser Gin Phe Lys Phe Trp Met Leu Leu Pro Leu 
20 25 30 

5 

ata ttt tgg caa aca ttt tta tat aeg gga tta ttt att aca get eat 
lie Phe Trp Gin Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ala His 
35 40 45 

10 gat gcc atg cat ggg gta gtt ttt cce aaa aat ccc aaa ate aac eat 
Asp Ala Met His Gly Val Val Phe Pro Lys Asn Pro Lys He Asn His 
50 55 60 

ttc att gge tea ttg tgc ctg ttt ctt tat ggt ctt tta cet tat caa 
15 Phe He Gly Ser Leu Cys Leu Phe Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Gin 
65 70 75 80 

aaa ctt tta aaa aag cat tgg eta eat* cac cat aat cea gcc agt gaa 
Lys Leu Leu Lys Lys His Trp Leu His His His Asn Pro Ala Ser Glu 
20 85 90 95 



25 



.60 



aca gat cea gat ttt cac aac ggg aag eag aaa aac ttt ttt get tgg 
Thr Asp Pro Asp Phe His Asn Gly Lys Gin Lys Asn Phe Phe Ala Trp 
100 105 110 

tat tta tat ttt atg aag cgt tac tgg agt tgg tta caa att ate aca 
Tyr Leu Tyr Phe Met Lys Arg Tyr Trp Ser Trp Leu Gin He He Thr 
115 120 125 



30 tta atg att att tat aac tta eta aaa tat ata tgg cat ttt cea gag 
Leu Met He He Tyr Asn Leu Leu Lys Tyr He Trp His Phe Pro Glu 
130 135 140 

gat aat atg act tat ttt tgg gta gtt ccc tea att tta agt tet tta 
35 Asp Asn Met Thr Tyr Phe Trp Val Val Pro Ser He Leu Ser Ser Leu 
• 145 150 155 ^ 160 

caa tta ttt tat ttt gga act ttt eta ccc cac agt gag cet gta gaa 
Gin Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Ser Glu Pro Val Glu 
40 165 170 175 

ggt tat aaa gag cet cat cgt tec caa act att age cgt ccc att tgg 
• Gly Tyr Lys Glu Pro His Arg Ser Gin Thr He Ser Arg Pro He Trp 
180 185 190 

45 

tgg tea ttt ata act tgt tac eat ttt ggt tat cat tac gaa eat cat 
Trp Ser Phe He Thr Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Tyr Glu His His 
195 200 205 

50 gaa tac cce cat gtt cet tgg tgg caa tta cea gaa att tat aaa atg 
GlU' Tyr Pro His Val Pro Trp Trp Gin Leu Pro Glu He Tyr Lys Met 
210 215 220 

tet aaa tea aat ttg tga 
55 Ser Lys Ser Asn Leu 
225 



<210> 53 

<211> 229 

<212> PRT 

65 <213> Nodularia spumigena NSORIO 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



690 



<400> 53 

70 



PF 54Ut>b 



59 

Met Ala lie Ala He He Ser He Tfp Ala He Ser Leu Gly Leu Leu 
15 10 15 

5 Leu Tyr He Asp He Ser Gin Phe Lys Phe Trp Met Leu Leu Pro Leu 
20 25 30 

He Phe Trp Gin Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ala His 
10 35 40 45 

Asp Ala Met His Gly Val Val Phe Pro Lys Asn Pro Lys He Asn His 
50 55 60 

15 

Phe He Gly Ser Leu Cys Leu Phe Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Gin 
65 70 75 80 

20 

Lys Leu Leu Lys Lys His Trp Leu His His His Asn Pro Ala Ser Glu 
85 90 95 

25 Thr Asp Pro Asp Phe His Asn Gly Lys Gin Lys Asn Phe Phe Ala Trp 
100 105 110 

Tyr Leu Tyr Phe Met Lys Arg Tyr Trp Ser Trp Leu Gin He He Thr 
30 115 120 125 



35 



40 



Leu Met He He Tyr Asn Leu Leu Lys Tyr He Trp His Phe Pro Glu 
130 135 140 

Asp Asn Met- Thr Tyr Phe Trp Val Val Pro Ser He Leu- «Ser Ser Leu 
145 150 155 160 

Gin Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Ser Glu Pro Val Glu 
165 170 175 



45 Gly Tyr Lys Glu Pro His Arg Ser Gin Thr He Ser Arg Pro He Trp 
180 185 190 

Trp Ser Phe He Thr Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Tyr Glu His His 
50 .195 200 205 



55 



60 



Glu Tyr Pro His Val Pro Trp Trp Gin Leu Pro Glu He Tyr Lys Met 
210 215 220 



Ser Lys 


Ser Asn Leu 


225 




<210> 


54 


<211> 


37 


<212> 


DNA 


<213> 


KOnstliche S 



70 



PF 54058 



60 

<220> 

<221> Primer 
5 <222> (1)..(37) 
<223> 



10 



<400> 54 

gcgcatgcat ctagaaatga tccagttaga acaacca 



15 <210> 55 

<211> 37 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



20 



25 <220> 

<221> Primer 
. <222> (1) . . (37) 
<223> 



30 



jJScatgctc tagactattt tgctttgtaa atttctg 

<210> 56 

40 

<211> 792 
<212> DNA 

45 <213> Nostoc punctiforme ATCC 29133 



50 <220> 

<221> CDS 

<222> (5).. (775) 

55 

<223> 



60 <400> 56 . . _ -aa r'na ctc aat cat caa 

s^i ss f.: ss -1 iti '.^s s; s » il h^s 

1 5 

65 gca aaa ctg act cca ^a ctg aga agt aaa tct cag ttt aag ggj ctt 
Ala Lys Leu Thr Pro Val Leu Arg s^er uy^ 
20 

70 ttc att get att gtc att gtt age gca tgg gte att age etg agt tta 



61 

Phe He Ala He Val He Val Ser Ala Trp Val He Ser Leu Ser Leu 
35 40 45 

tta ctt tec ctt gac ate tea aag eta aaa ttt tgg atg tta ttg cct 
5 Leu Leu Ser Leu Asp He Ser Lys Leu Lys Phe Trp Met Leu Leu Pro 
50 55 60 

gtt ata eta tgg caa aca ttt tta tat aeg gga tta ttt att aca tet 
Val He Leu Trp Gin Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ser 
10 65 70 75 

eat gat gee atg cat gge gta gta ttt cec eaa aae ace aag att aat 
His Asp Ala Met His Gly Val Val Phe Pro Gin Asn Thr Lys He Asn 
80 85 90 95 

cat ttg att gga aca ttg ace eta tec ctt tat ggt ctt tta eca tat 
His Leu He Gly Thr Leu Thr Leu Ser Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr 
100 105 110 



15 



193 



241 



289 



337 



20 caa aaa eta ttg aaa aaa cat tgg tta cac eac cac aat cca gca age 385 
Gin Lys Leu Leu Lys Lys His Trp Leu His His His Asn Pro Ala Ser 
115 120 125 

tea ata gac ccg gat ttt cac aat ggt aaa cac caa agt ttc ttt get 
25 Ser He Asp Pro Asp Phe His Asn Gly Lys His Gin Ser Phe Phe Ala. 
130' 135 140 

tgg tat ttt eat ttt atg aaa ggt tac tgg agt tgg ggg caa ata att 
Tirp Tyr Phe His Phe Met Lys Gly Tyr Trp Ser Trp Gly Gin He He 
30 145 150 155 



433 



481 



cac gaa tat cct cat att tct tgg tgg cag tta cca gaa att tac aaa 
His Glu Tyr Pro His He Ser Trp Trp Gin Leu Pro Glu He Tyr Lys 
55 240 245 250 255 



60 



65 



gca aaa tagtctagag catgege 
Ala Lys 



<210> 57 

<211> 257 

<212> PRT 

<213> Nostoe punctiforme ATCC 29133 



529 



577 



625 



gcg ttg act att att tat aac ttt get aaa tac ata etc cat ate eca 
Ala Leu Thr He He Tyr Asn Phe Ala Lys Tyr He Leu His He Pro 
35 160 165 170 175 

agt gat aat eta act tac ttt tgg gtg eta cec teg ctt- ^ta agt tea 
Ser Asp Asn Leu Thr Tyr Phe Trp Val Leu Pro Ser Leu Leu Ser Ser 
180 185 190 

40 

tta eaa tta ttc tat ttt ggt act ttt tta cec cat agt gaa cca ata 
Leu Gin Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Ser Glu Pro He 
195 200 205 

45 ggg ggt tat gtt cag cct eat tgt gee caa aca att age cgt cct att 
Gly Gly Tyr Val Gin Pro His Cys Ala Gin Thr He Ser Arg Pro He 
210 215 220 

tgg tgg tea ttt ate acg tgc tat cat ttt gge tac cac gag gaa cat 721 
50 Trp Trp Ser Phe He Thr Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His 
225 230 235 



673 



769 



792 



62 



<400> 57 

5 Met His Leu Glu Met lie Gin Leu Glu Gin Pro Leu Ser His Gin Ala 
1 5 10 IS 

Lys Leu Thr Pro Val Leu Arg Ser Lys Ser Gin Phe Lys Gly Leu Phe 
10 20 25 30 

lie Ala lie Val He Val Ser Ala Trp Val He Ser Leu Ser Leu Leu 
35 40 45 

15 

Leu Ser Leu Asp He Ser Lys Leu Lys Phe Trp Met Leu Leu Pro Val 
50 55 60 

20 

He Leu Trp Gin Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ser Hxs 
65 70 75 80 

25 Asp Ala Met His Gly Val Val Phe Pro Gin Asn Thr Lys He Asn His 

85 90 95 

Leu He Gly Thr Leu Thr Leu Ser Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Gin 
30 100 105 HO 

Lys Leu Leu Lys Lys His Trp Leu His His His Asn Pro Ala Ser Ser 
115 120 125 

35 

He Asp Pro Asp Phe His Asn Gly Lys His Gin Ser Phe- -Phe Ala Trp 
130 135 140 

^ Tyr Phe His Phe Met Lys Gly Tyr Trp Ser Trp Gly Gin He He Ala 
145 150 155 150 

45 Leu Thr He He Tyr Asn Phe Ala Lys Tyr He Leu His He Pro Ser 

165 170 175 

Asp Asn Leu Thr Tyr Phe Trp Val Leu Pro Ser Leu Leu Ser Ser Leu 
50 180 185 190 

Gin Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Ser Glu Pro He Gly 
195 200 205 

55 

Gly Tyr Val Gin Pro His Cys Ala Gin Thr He Ser Arg Pro He Trp 
210 215 220 



Trp ser Phe He Thr Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His 
225 230 235 240 



65 Glu Tyr Pro His He Ser Trp Trp Gin Leu Pro Glu He Tyr Lys Ala 

245 250 2bS 

Lys 

70 



PF 54058 



10 



<210> 58 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 



<220> 
15 <221> Primer 

<222> (1)..{26) 
<223> 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



<400> 58 

gtcgaccatg ctttaatgag atatgc 



<210> 59 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Ktinstliche Secjuenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(27) 
<223> 



<400> 59 

ctcgagcttg gacaatcagt aaattga 



<210> 60 
<211> 210 
55 <212> DNA 



<213> Agrobacterixam tumefaciens 



60 



<220> 
<221> Terminator 
65 <222> {1)..(210) 
<223> 



70 



10 



30 



PF 54058 

64 

<400> 60 ^ ^ ^=.i-„=4-a«- t-t-crctttcaa 60 



gJcSaccctg ctttaatgag atatgcgaga cgcctatgat cgcatgatat ttgctttcaa 
ttctgttgtg cacgttgtaa aaaacctgag catgtgtagc tcagatcctt accgccggtt 
tcggttcatt ctaatgaata tatcacccgt tactatcgta tttttatgaa taatattctc 
cgttcaattt actgattgtc caagctcgag 



<210> 61 

<211> 37 

15 <212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

20 

<220> 

<221> Primer 

25 <222> (1)..(37) 
<223> 



40 



120 
180 
210 



<400> 61 ^ 37 

cccgggaatt cttcattatt tcgattttga tttcgtg 



35 <210> 62 

<211> 38 

<212> DNA 

<213> Ktostliclae Sequenz 



45 <220> 

<221> Primer 
<222> (1)..{38) 

50 

<223> 



55 <400> 62 38 
aagcttggtt gatcagaaga agaagaagaa gatgaact 

<210> 63 

60 

<211> 652 

<212> DNA 

65 <213> Arabidopsis thaliana 



<220> 

70 



PF 54058 



65 

<221> Promoter 
<222> (1) . . (652) 
<223> 



15 



<400> 63 

10 cccgggaatt cttcattatt tcgattttga tttcgtgacc agcgaacgca gaataccttg 60 

ttgtgtaata ctttacccgt gtaaatcaaa aacaaaaagg cttttgagct ttttgtagtt 120 

gaatttctct ggctgatctt ttctgtacag attcatatat ctgcagagac gatatcattg 180 

attatttgag cttcttttga actatttcgt gtaatttggg atgagagctc tatgtatgtg 240 

tgtaaacttt gaagacaaca agaaaggtaa caagtgaggg agggatgact ccatgtcaaa 300 

20 atagatgtca taagaggccc atcaataagt gcttgagccc attagctagc ccagtaacta 360 

ccagattgtg agatggatgt gtgaacagtt ttttttttga tgtaggactg aaatgtgaac 420 
aacaggcgca tgaaaggcta aattaggaca atgataagca gaaataactt atcctctcta 



25 



<210> 64 

35 <211> 29 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Secspienz 

40 

<220> 

45 <221> Primer 

<222> <1) . - (29) 
<223> 



50 



55 



60 



65 



70 



480' 



acacttggcc tcacattgcc cttcacacaa tccacacaca tccaatcaca acctcatcat 540 
atatctcccg ctaatctttt tttctttgat cttttttttt ttgcttatta tttttttgac 



600 



30 tttgatctcc catcagttca tcttcttctt cttcttctga tcaaccaagc tt 652 



<400> 64 

gagctctagc gcaatcttat gtggtacaa 29 

<210> 65 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<221> Primer 



PF 54058 



10 



30 



35 



45 



55 



65 



66 

<222> (1)..(29) 
<223> 



<400> 65 

aagcttttct tgaaagtaaa gattgagtc 29 



<210> 66 
<211> 1773 



15 <212> DNA 

<213> Petiznia hybrida 

20 

<220> 

<221> Promotor 

25 <222> (1)..(1773) 
<223> 



<400> 66 

gagctctagc gcaatcttat gtggtacaaa tcttgattag tcgggaaaaa atgatgtggc 60 



cctacaaatg gttggaggat gggagatttg gctctatcta gagttatgtg gttgttgaag ^ 120 

catttggtta ctctctgctg tggtagttgg catatccaca ttgtctcctt ccacttttat 180 

gacaattacg tgaaagttat gggttgtttt gtctattttt gtcgaggcct ttcttttcct 240 

40 tccaggttgt tgaagatggt ccaattcgat tagaataatg ttttgagctt tagcatattc 300 

tctctcgttt acacgattat agtaataatg atataggatg acagaagttg acacataaat 360 

tttttattct ctccatttac tttaatccaa atctcaccta ccctaaactt ctttaatatg 420 

tattcaatag tctatccgag taaattgtaa atttaacaac cattgataat attgacacct 480 

actaacatat actagtaaag agaatattaa catggcacat ataatttgat gcaaaatgag 540 

50 tatgatgaaa tttaaaccca aaatctcttg attttgacag tgtcaccttg acttgttaac 600 

taataagtca tgttttagtg gcagaaagac aaactcatcc accaactgta tagcaataaa 660 

aaatagaaga atcttcctga ggcaaagttt tggaaaaatit aagagtggct gagatttaat 720 

ttcaacagga attagttcca cttaactttt aggttacgat acagtgctaa ttaaataact 780 

taattgtatt agatatttct tgcacctaaa aaatttaaaa actgaaaaaa ggtag.caatc 840 

60 aaaataaaca aaaggacaaa ataagtgaaa ggtacagcca ccaaccctgg cggctcactg 900 

tttgttggtt aaaacgtaga cttacaccta ccaaaatcta caactaaaat gaggcaataa 960 

tactttgccc aaaattacca agaaaagaaa aagaaaggaa tcccttaata ttactctcct 1020 

ccatttcaca ataaatatcc tagtttgact taaattagag tttaaaaaat gaaagacgac 1080 

ttttaaaact tgtaatctaa aataaatcat agttaaatgt gtggctataa atcattgtat 1140 

70 taacggtaaa gtggtaagtt taaaagttaa ttgttttcaa atataaaatt gtactatcat 1200 



PF 54058 



67 



10 



15 



20 



tctttttgga 


atggactaat 


aagaaaacta 


tgacatccat 


tatggagcgg 


agggagtatc 


1260 


tccttttaac 


aataaccttt 


gtcccttcaa 


ttcaattatc 


agtatgcaaa 


cattaaaaat 


1320 


tattattgat 


gttaagtacc 


acatcatcct 


taatgataga 


atcatcgtag 


aacgcttttc 


1380 


caggcacaca 


ttcaaactag 


ttagaccagt 


accacacatc 


gaatattcca 


gacttctttg 


1440 


tttgaatagt 


cgactacatt 


ggataatgga 


acttctcgaa 


ttaacttcga 


attagtcgag 


1500 


cccaaaatiaa 


tatatacgtic 


oracrtaaaaaa 


ctataaaatg 


tttigacaaaa 


atgtzcaaatt 


1560 


aatatatcaa 


tctgcaacaa 


ccttttcacc 


ttgagaacac 


agctgaaatt 


ttttacaaag 


1620- 


gtagttggtg 


aagctagtca 


gcgaatccca 


ttaccttcca 


ctctacctaa 


cccccttcac 


1680 


caacaacaaa 


tttctgtaat 


ttaaaaacta 


gccaaaaaag 


aactctcttt 


tacaaagagc 


1740 


caaagactca 


atctttactt 


tcaagaaaag 


ctt 






. 1773 



25 



30 



<210> 67 

<211> 39 

<212> DNA 

<213> Ktostliche Sequenz 



35 



40 



<220> 

<221> Primer 
<222> <1)..(39) 
<223> 



45 



50 



55 



60 



65 



70 



<400> 67 

gcgcatgcat ctagaaatga atttttgtga taaaccagt 



<210> 68 

<2ll> 37 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 

<221> Primer 



<222> 
<223> 



(1) . . (37) 



<400> 68 

gcgcatgctc tagattacga attggttact gaafctgt 



39 



37 



PF 54058 

68 

<210> 69 
<211> 819 
5 <212> DNA 

<213> Nostoc punctiforme ATCC 29133 

10 

<220> 

<221> CDS 
15 <222> (5).. (802) 
<223> 



20 



SJgc^tfcat eta gaa atg aat ttt tgt gat aaa cca gtt age taX tat 49 
Met His Leu Glu Met Asn Phe Cys Asp Lys Pro Val Ser Tyr Tyr 
1 5 10 

gtt gca ata gag caa tta agt get aaa gaa gat act gtt tgg ggg ctg 
val Ala He Glu Gin Leu Ser Ala Lys Glu Asp Thr Val Trp Gly Leu 
20 25 

rin rrfrr ahfc atc ata gta att att agt ctt tgg gta get agt ttg get ttt 
val xll val lie Val He He Ser Leu Trp Val Ala Ser Leu Ala Phe 



40 45 



tta eta get att aat tat gcc aaa gtc cca att tgg ttg ata cct att 
35 Leu Leu Ala lie Asn Tyr Ala Lys Val Pro He Trp Leu He Pro He 



50 



115 



55 



aaa gtt gae eea gat ttt cat gat ggt aag aga aca aac get att ttc 
ilu val Isp Pro Lp Phe His Asp Gly Lys Arg Thr Asn Ala He Phe 

130 135 -L^^ 

tgg tat etc cat ttc atg ata gaa tac tec agt tgg caa cag tta ata 
tS Tyr Leu His Phe Met lie Glu Tyr Ser Ser Trp Gin Gin Leu He 
^ 150 155 



60 145 



rr^^ nt^ act atc eta ttt aat tta get aaa tac gtt ttg cac ate cat 
Si LeS ^r lie Leu Phe Asn Leu Ala Lys Tyr Val Leu His He Hxs 



70 



S!n lie ^s^ lIS Xle Leu ^he Tr^ ie^ lie Pro Pro Xle Leu Ser Ser 
att caa ctg ttt tat ttc gga aca ttt ttg cct cat ega gaa cce aag 



145 



193 



241 



289 



|?S III ill S S" S2 IS ?SJ IS ft, 

40 65 70 75 

^=.<- rr»t- act: ata eat ggg tea gtt tat cgt aaa aat cec aaa att aat 
hIs Sp f la Me? Sis GlJ Ser Val Tyr Arg Lys Asn Pro Lys He Asn 
80 85 

t-tt ate aat tea eta get gta gcg ctt tac get gtg ttt eca tat 337 
A^n Phe Til l?y sir Leu lla Val Ala Leu Tyr Ala Val Phe Pro Tyr 
100 105 ^-^"^ 

> ^° SS IS Sll Its S £^ X SS 2S S^s f fo III IS 



385 



433 



481 



529 



160 165 

eaa ata aat etc ate tta ttt tgg agt att ect eea att tta. agt tee 



625 



PF 54058 



69 

He Gin Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Arg Glu Pro Lys 

195 200 205 

aaa gga tat gtt tat ccc cat tgc age caa aca ata aaa ttg cca act 

5 Lys Gly Tyr Val Tyr Pro His Cys Ser Gin Thr He Lys Leu Pro Thr 
210 215 220 

ttt ttg tea ttt ate get tgc tac cac ttt ggt tat cat gaa gaa cat 

Phe Leu Ser Phe He Ala Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His 
10 225 230 235 



15 



20 



30 



<210> 70 

<211> 266 

25 <212> PRT 

<213> Nostoc punctiforme ATCC 29133 



35 



40 



45 Leu Ala He Asn Tyr Ala Lys Val Pro He Trp Leu He Pro He Ala 
50 55 60 

He Val Trp Gin Met Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ala His 
50 65 70 75 80 



55 



60 



Asp Ala Met His Gly Ser Val Tyr Arg Lys Asn Pro Lys He Asn Asn 
85 90 95 

Phe He Gly Ser Leu Ala Val Ala Leu Tyr Ala Val Phe Pro Tyr Gin 
100 105 110 

Gin Met Leu Lys Asn His Cys Leu His His Arg His Pro Ala Ser Glu 
115 120 125 



65 Val Asp Pro Asp Phe His Asp Gly Lys Arg Thr Asn Ala He Phe Trp 
130 135 140 



673 



721 



cat gag tat ccc cat gta cct tgg tgg caa ctt cca tct gta tat aag 769 
His Glu Tyr Pro His Val Pro Trp Trp Gin Leu Pro Ser Val Tyr Lys 
240 245 250 255 

cag aga gta ttc aac aat tea gta acc aat teg taatctagag catgcgc 819 
Gin Arg Val Phe Asn Asn Ser Val Thr Asn Ser 
260 265 



<400> 70 

Met His Leu Glu Met Asn Phe Cys Asp Lys Pro Val Ser Tyr Tyr Val 
1 5 10 . 15 

Ala He Glu Gin Leu Ser Ala Lys Glu Asp Thr Val Trp. Gly Leu Val 

20 25 30 

He Val He Val He He Ser Leu Trp Val Ala Ser Leu Ala Phe Leu 
35 40 45 



Tyr Leu His Phe Met He Glu Tyr Ser Ser Trp Gin Gin Leu He Val 
70 145 150 155 160 



PF 54058 



70 



Leu Thr He Leu Phe Asn Leu Ala Lys Tyr Val Leu His He His Gin 
165 170 175 

He Asn Leu He Leu Phe Trp Ser He Pro Pro He Leu Ser Ser He 
180 185 190 



Gin Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Arg Glu Pro Lys Lys 
195 200 205 

Gly Tyr Val Tyr Pro His Cys Ser Gin Thr He Lys Leu Pro Thr Phe 
210 215 220 

Leu Ser Phe He Ala Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Glu Glu His His 
225 230 235 240 

Glu Tyr Pro His Val Pro Trp Trp Gin Leu Pro Ser Val Tyr Lys Gin 
245 250 255 

Arg Val Phe Asn Asn Ser Val Thr Asn Ser 
260 265 

<210> 71 
<211> 33 
<212> DNA 

■ 

<213> KUnstliche Sequenz 



<220> 

<221> Primer 
<222> (1>..(33) 
<223> 



<400> 71 

gcgcatgcat ctagaaatgg cgatcgccat tat 



<210> 72 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Ktinstliche Secjuenz 



<220> 

<221> Primer 



71 

<222> (1)..(32) 
<223> 



<400> 72 32 
gcgcatgctc tagatcacaa atttgattta ga 



10 



<210> 73 

<211> 720 

15 <212> DNA 

<213> Nodularia spuiaigena NSORIO 

20 

<220> 

<221> CDS 
25 <222> (5).. (703) 



<223> 



30 



IS lil Ill f 11^ S SJi SI ^ " 



IS S!J S £S5 ^ S5 SI IS SI tJI 
^IS Ji: SI SI IS £11 f i?J - 

35 ^0 

att aca get cat gat gcc atg cat ggg gta gtt ttt ccc aaa aat 
45 p£e Se III His Lp lla Met His Gly Val Val Phe Pro Lys Asn 

50 55 

III IT. SI III ai '.II SI ss III III 1^ III i£i SI 

50 65 70 . 

£11 III 511 5^ IS IJI III IIS SI l?l |tl iiS - SI Si ||l 

80 S5 

III III III III ai ?ii III ill s III sti HI I!? SI ill IV. 

100 

ftn n-t- ttt act tag tat tta tat ttt atg aag cgt tac tgg agt tgg 

^ Asn Ihe it! Tyr Leu Tyr Phe Met I.ys Arg Tyr Trp Ser Trp 



115 



65 III SI SI SI ^ IIS «S i SI ^ SI IIS IIS SI SI SI 

130 ■'-•^^ 



5g StI III III IK SI ill SI ^ III is fa? ?ll III III 



145 



193 



241 



289 



385 



433 



481 



70 ^ 145 150 155 



72 



att tta agt tct tta caa tta ttt tat ttt gga act ttt eta ccc cac 529 
He Leu Ser Ser Leu Gin Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Phe Leu Pro His 
g 160 165 170 175 

agt gag cct gta gaa ggt tat aaa gag cct cat cgt tec caa act att 577 
Ser Glu Pro Val Glu Gly Tyr Lys Glu Pro His Arg Ser Gin Thr He 
180 185 190 

10 age cgt ccc att tgg tgg tea ttt ata act tgt tac cat ttt ggt tat 625 
Ser Arg Pro He Trp Trp Ser Phe He Thr Cys Tyr His Phe Gly Tyr 
195 200 205 

cat tac gaa cat cat gaa tac ccc cat gtt cct tgg tgg caa tta cea 673 
lo His Tyr Glu His His Glu Tyr Pro His Val Pro Tirp Trp Gin Leu Pro 
210 215 220 

gaa att tat aaa atg tct aaa tea aat ttg tgatetagag eatgcgc 720 
Glu He Tyr Lys Met Ser Lys Ser Asn Leu 
20 225 230 ' 

<210> 74 

25 <211> 233 

<212> PRT 

<213> Nodularia spumigena NSORIO 

oU 



<400> 74 

35 Met His Leu Glu Met Ala He Ala He He Ser He Trp Ala He Ser 
15 10 15 

, « 

Leu Gly Leu Leu Leu Tyr He Asp He Ser Gin Phe Lys Phe Trp Met 
40 20 25 30 



45 



50 



65 



70 



Leu Leu Pro Leu He Phe Trp Gin Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe 
35 40 . 45 

He Thr Ala His Asp Ala Met His Gly Val Val Phe Pro Lys Asn Pro 
50 55 60 

Lys He Asn His Phe He Gly Ser Leu Cys Leu Phe Leu Tyr Gly Leu 
65 70 75 80 



55 Leu Pro Tyr Gin Lys Leu Leu Lys Lys His Trp Leu His His His Asn 

85 90 95 

Pro Ala Ser Glu Thr Asp Pro Asp Phe His Asn Gly Lys Gin Lys Asn 

60 100 105 110 



Phe Phe Ala Trp Tyr Leu Tyr Phe Met Lys Arg Tyr Trp Ser Trp Leu 
115 120 125 

Gin He He Thr Leu Met He He Tyr Asn Leu Leu Lys Tyr He Trp 
130 135 140 



9 



PI- b4Ub» 



73 

His Phe Pro Glu Asp Asn Met Thr Tyr Phe Trp Val Val Pro Ser He 
145 150 155 160 



5 Leu Ser Ser Leu Gin Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Ser 

165 170 175 

Glu Pro Val Glu Gly Tyr Lys Glu Pro His Arg Ser Gin Thr He Ser 
10 180 185 190 

Arg Pro He Trp Trp Ser Phe He Thr Cys Tyr His Phe Gly Tyr His 
195 200 205 

15 

Tyr Glu His His Glu Tyr Pro His Val Pro Trp Trp Gin Leu Pro Glu 
■ 210 215 220 

20 

He Tyr Lys Met Ser Lys Ser Asn Leu 
225 230 

25 
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